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HECKLER, M. C. T. Efeitos biolégicos do laser de baixa poténcia sobre
o cultivo de células-tronco mesenquimais provenientes do tecido adiposo
e da medula 6ssea de caes (Canis lupus familiaris). Botucatu, 2014. 108p.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O laser de baixa poténcia (LBP) é muito utilizado em diferentes ramos da
medicina regenerativa e odontologia, onde € aplicado para melhorar o processo
de cura e € benéfico em uma variedade de processos patologicos, no qual
pode aumentar a taxa de proliferacdo de varias linhagens celulares. No
entanto, poucos sdo os trabalhos que avaliaram os efeitos do LBP em células-
tronco mesenquimais (CTM) caninas. Desta forma, os objetivos do presente
trabalho sdo: caracterizar as células-tronco mesenquimais do tecido adiposo
(CTM-TA) e da medula 6ssea (CTM-MO) caninas, estudar o efeito do laser de
baixa poténcia fosfeto de indio-galio-aluminio nas densidades de 1,1 e 8,7
J/cm? sobre o cultivo das mesmas quanto a proliferacéo e viabilidade celular, a
imunogenicidade por meio da expressao do MHC-II e avaliar o cariétipo das
células irradiadas e nao irradiadas a fim de comprovar a auséncia de
alteracdes cromossdmicas com a utilizacdo do LBP. O estudo revelou que o
LBP néo alterou a viabilidade, proliferacdo celular, expressédo de MHC-II e o
cariétipo das amostras analisadas entre os grupos. Desta forma, pode-se
concluir que o LBP nado causa efeitos biologicos as CTM-TA e CTM-MO
caninas nas dosagens utilizadas de 1,1 e 8,7 J/cm?. Portanto, outras dosagens
devem ser investigadas para estimular a proliferagcdo das CTM caninas sem

causar alteragdes celulares deletérias.

Palavras-chave: anexina V, antigenos CD, cariotipagem, citometria de fluxo,
diferenciacdo celular, medicina veterinaria, proliferacdo celular, viabilidade

celular.



HECKLER, M. C. T. Biological effects of low power laser on
mesenchymal stem cells culture from canine (Canis lupus familiaris)
adipose tissue and bone marrow. Botucatu, 2014. 108p. Tese (Doutorado) —
School of Veterinary Medicine and Animal Science, Botucatu Campus, S&o

Paulo State University.

ABSTRACT

Low power laser (LPL) is widely used in different fields of regenerative medicine
and dentistry, where it is used to improve the healing process and is beneficial
in a variety of disease processes, which can increase the rate of proliferation of
various cell lineages. However, there are few studies evaluating the effects of
LPL on canine mesenchymal stem cells (MSC). Thus, the aims of this study
are: to characterize canine mesenchymal stem cells derived from adipose
tissue (AT-MSC) and bone marrow (BM-MSC), to investigate the effect of low
power laser aluminium gallium indium phosphide at densities of 1.1 and 8.7
Jicm? on cellular viability and proliferation, immunogenicity by MHC-II
expression and evaluate the karyotype of the irradiated and non-irradiated cells
in order to identify the absence of chromosomal abnormalities with the use of
LPL. The study revealed that LPL did not affect cell viability and proliferation,
MHC-II expression and karyotype of the samples analyzed between groups.
Thus, we can conclude that LPL cause no biological effects to canine AT-MSC
and BM-MSC with the 1.1 and 8.7 J/cm? dosages used. Therefore, other
dosages to stimulate proliferation without causing deleterious cellular changes

of canine MSC must be investigated.

Keywords: annexin V, CD, karyotyping, flow cytometry, cell differentiation,

veterinary medicine, cell proliferation, cell survival.
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INTRODUCAO

A pesquisa de células-tronco mesenquimais (CTM) € um campo que esta
crescendo rapidamente na medicina humana e veterinaria. Estas células foram
primeiramente identificadas na medula éssea, mas desde entdo tém sido
encontradas em uma grande variedade de tecidos, inclusive no tecido adiposo.
Este ultimo tem ganhado atencao por ser uma fonte abundante de CTM em
locais acessiveis e em maior concentragdo que na medula éssea. O
procedimento cirdrgico para extracdo de tecido adiposo pode ser feito
rapidamente e com minima morbidade ao paciente, quando comparado com
outras fontes de CTM, o que é especialmente importante em pacientes idosos,
gue necessitam um tempo anestésico e de recuperacdo mais curtos (ASTOR et
al., 2013).

Além disso, alguns estudos demonstraram que as células-tronco
mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA) tiveram maior capacidade
multipotencial que outros tecidos, como a medula 6ssea e 0 sangue do cordao
umbilical (ASTOR et al., 2013).

As CTM-TA sdo morfologicamente semelhantes as CTM da medula éssea
(CTM-MO) ou de outro tecido apdés serem cultivadas in vitro (CHENG et al.,
2011).

No entanto, as CTM-MO ou células estromais multipotentes séo as células-
tronco adultas que foram melhor caracterizadas até hoje, além de possuirem
capacidade multipotencial (CHENG et al., 2011).

As CTM tém despertado muito interesse de pesquisadores devido ao seu
potencial uso na medicina regenerativa e na engenharia de tecidos, pois
estudos pré-clinicos e clinicos demonstram o valor terapéutico de tais células
(BARRY e MURPHY, 2004).

Um numero adequado de CTM é requerido para aplicacdes clinicas porque
a eficacia das células-tronco é limitada no microambiente patologico do
hospedeiro, mesmo quando transplantadas em ndamero muito elevado
(ALGHAMDI et al., 2012).

A cultura celular é uma das técnicas mais Uteis na ciéncia, particularmente

na producao de vacinas virais e de linhagens celulares hibridas. No entanto, a



taxa de crescimento de algumas células de mamiferos € muito lenta
(ALGHAMDI et al., 2012). Dependendo da indicacao terapéutica, o uso das
células-tronco pode ser mais vantajoso devido a abundéancia, frequéncia e
potencial de expanséao das células, do que na sua capacidade de diferenciacao
celular (KERN et al., 2006). Desta forma, o laser de baixa poténcia (LBP) pode
aumentar a taxa de proliferacdo de varias linhagens celulares, tais como CTM,
fibroblastos, queratindcitos, linfécitos, células endoteliais e do epitélio olfativo
(ALEXANDRATOU et al., 2002; ALGHAMDI et al., 2012). A fototerapia com
LBP em nivel celular tem sido alvo de varios estudos ao longo dos anos
(ALEXANDRATOU et al., 2002).

Os principios necessarios ao desenvolvimento do raio laser (“light
amplification by stimulated emission of radiation” ou amplificagcdo de luz por
emissdo estimulada de radiacao) surgiram no inicio do século 20 e, desde
entdo, grande parte do progresso na tecnologia do laser seguiu a pesquisa de
armas ou aplicacdes comerciais nos setores de comunicacdo e da industria.
ApoOs o término da guerra fria, os fabricantes de laser, antes dedicados a
aplicacdes militares, tomaram iniciativas para o avanco da tecnologia do laser
na area médica (BARTELS, 2002).

O LBP tem sido usado nos ultimos 30 anos para a cicatrizacéo de feridas.
Também é muito utilizado em diferentes ramos da medicina regenerativa e
odontologia, onde é aplicado para melhorar o processo de cura. Ele € benéfico
em uma variedade de processos patoldgicos, incluindo alivio da dor e
inflamacéo, e pode contribuir para a normalizacdo da fungcdo hormonal
anormal, estimulacéo da liberacdo de endorfinas, modulagcéo do sistema imune,
aumento da microcirculacdo, melhora na oxigenacdo, nutricio e regeneracao
celular (ALGHAMDI et al., 2012).

Portanto, este estudo visa caracterizar as CTM-TA e CTM-MO caninas,
estudar o efeito do laser de baixa poténcia fosfeto de indio-galio-aluminio nas
densidades de 1,1 e 8,7 Jlcm? sobre o cultivo das mesmas quanto a
proliferacéo e a viabilidade celular, & imunogenicidade por meio da expressao
do MHC-II e avaliar o cariétipo das células irradiadas e néo irradiadas a fim de

comprovar a auséncia de alteragbes cromossdmicas com a utilizagéo do LBP.



REVISAO DE LITERATURA

1.1. Laser de baixa poténcia:

O laser é uma forma de radiacdo eletromagnética no espectro visivel ou
proximo a ele (BAXTER e McDONOUGH, 2007) e surgiu de pesquisas de
Einstein em 1917 nos principios fisicos de emisséo de luz estimulada (SILVA et
al., 2010).

A laserterapia de baixa intensidade, também conhecida como laserterapia
de baixo nivel, bioestimulacéo do laser, ou simplesmente laserterapia, pode ser
definida como o uso de fontes de LBP e de diodos superluminosos para o
tratamento de condi¢cbes médicas (BAXTER e McDONOUGH, 2007).

Para a irradiacdo com o LBP, utiliza-se o laser vermelho ou proximo ao
infravermelho com comprimentos de onda de 600 a 1.100 nm e uma poténcia
de saida entre 1 e 500 mW. Tem sido utilizado ainda com luz ultravioleta ou
infravermelha, mas os resultados mais efetivos foram verificados pelo uso do
espectro visivel, variando de 600 a 700 nm. E uma onda continua ou luz
pulsada que consiste em um feixe constante de relativamente baixa energia
(0,04 a 50 J/lcm?) e o laser é direcionado ao tecido alvo ou células em
monocamada usando poténcias medidas em miliwatts. Os laser utilizados em
cultivos celulares séo, principalmente, o hélio nebnio (HeNe) e o arseneto de
aluminio e galio (AsAlGa) (ALGHAMDI et al., 2012). Porém, existem diversos
outros tipos de laser usados em areas médicas, como o laser de diéxido de
carbono (10600 nm), arseneto de galio e indio (780-980 nm), neodimio itrio-
aluminio-granate (Nd:YAG) (1064 nm), fosfato de titdnio e potassio (532 nm),
laser de argbonio (458 e 524 nm), de rubi (694 nm), de holmio (2100 nm), de
érbio (2900 nm) e laser de corante (400 a 1000 nm) (BARTELS, 2002).

Os aparelhos modernos de tratamento com laser baseiam-se em uma
Unica (estilo caneta) ou multiplas unidades de diodo. A poténcia de saida é
especificada em miliwatts e fixada pela selecdo do tratamento (BAXTER e
McDONOUGH, 2007). Também ha relato de aparelhos adaptados e
automatizados para 0 uso em pesquisas, que minimizam o tempo gasto pelo
operador e possiveis erros da irradiacdo manual (LINS et al., 2013;
TIMBERLAKE e ENWEMEKA, 2004).



Unidades de controle permitem ajustar os parametros de tratamento, que
devem incluir tempo de irradiacdo e frequéncia de pulso. O tempo de irradiacéo
ou de tratamento é importante para determinar a dosagem do tratamento, ou
seja, a energia aplicada, que é medida em Joules (J). Ainda, pode-se mensurar
a densidade de energia, que é dada em J/cm?. A frequéncia de pulso também
pode ser selecionada em alguns aparelhos (BAXTER e McDONOUGH, 2007).

O LBP transmite energia a niveis baixos e, portanto, ndo emite calor, som
ou vibracdes. Suas reagbes ndo sdo térmicas porque ndo hd um aumento
imediato da temperatura do tecido irradiado (ALGHAMDI et al., 2012).

A seguranca da laserterapia ja é bem estabelecida no tratamento em seres
humanos (BAXTER e McDONOUGH, 2007). Para a irradiacdo das células,
alguns cuidados devem ser tomados, como irradiar as células no escuro e
substituir o0 meio de cultivo por solucdo tampao de fosfato. Caso contrario, o
soro pode interferir com a reagao durante a irradiacéo (TUBY et al., 2007).

1.2. Mecanismos de acéo do LBP:

Os efeitos do LBP no metabolismo tecidual s&o conhecidos como
bioestimulacdo do laser. A bioestimulacédo in vitro sofre influéncia de vérios
fatores, por exemplo, os parametros de irradiagdo do laser como comprimento
de onda, poténcia de saida e densidade de energia, bem como o tipo de célula
irradiada. Portanto, € possivel que células em tecidos nao respondam ao LBP
da mesma forma que em cultivos celulares e que parametros semelhantes
possam ter efeitos diferentes em diferentes tipos celulares (ALGHAMDI et al.,
2012).

Embora 0s mecanismos biolégicos subjacentes aos efeitos
bioestimulatérios ainda ndo sejam totalmente conhecidos, muitos
investigadores relatam que ele modula processos metabdlicos celulares,
levando a um aumento do potencial regenerativo para tecidos bioldgicos.
Apesar disso, efeitos bioestimulatérios positivos do LBP nos tecidos sdo bem
conhecidos (ALGHAMDI et al., 2012).

Estudos tém demonstrado efeitos bioestimulatérios como cicatrizacdo de
feridas, proliferacédo condral, de fibroblastos, de queratindcitos, de células

uroteliais e endoteliais, de mioblastos e de outros tipos celulares, sintese de



coldgeno, atividade anti-inflamatéria, regeneracdo de nervos, producdo de
matriz 0ssea, sintese proteica, sintese de ATP, DNA e RNA, estimulo a
diferenciacdo celular e aumento da expressdo de fatores de crescimento e
citocinas (ABRAMOVITCH-GOTTLIB et al., 2005; ALEXANDRATOU et al.,
2002; ALGHAMDI et al., 2012).

O mecanismo basico de acdo do LBP é a absorcdo da luz no tecido
irradiado por biomoléculas especificas conhecidas como cromoforos,
tipicamente encontrados dentro das mitocondrias. Baseada nesta absorgéo, a
energia luminosa € transformada em energia bioquimica. ApGs esta absorcdo
inicial, ha uma série de reacdes secundarias que resultam na modulacdo de
funcdes celulares e o estimulo de mecanismos de reparacédo tecidual. Portanto,
a absorcdo da luz € a chave para a efetividade da laserterapia. Deve-se
compreender que a absorcao do tecido € mais importante que a penetracdo do
tecido, frequentemente citado em termos de milimetros (BAXTER e
McDONOUGH, 2007).

Os estudos sugerem que o espectro de luz vermelha e infravermelha leva a
excitacdo eletrdbnica de componentes da cadeia respiratdria mitocondrial,
estimulando a proliferacdo e a citoprotecdo (KARU, 1999). A estimulacdo do
laser pode produzir baixas concentracfes de espécies reativas de oxigénio por
meio da absorcédo da luz pelas porfirinas enddgenas ou pelos citocromos na
mitocdndria (ALEXANDRATOU et al., 2002). As evidéncias tém demonstrado
gue a citocromo-c oxidase é um fotorreceptor chave para o espectro de luz
vermelho e infravermelho, através da absorcdo da luz pelos ions cobre, nos
guais esta enzima é rica (KARU et al., 2005).

Com a absorcéo da irradiacao, ativa-se o transporte de elétrons na cadeia
respiratéria e a ocorréncia do processo de oxidagdo, levando a mudangas no
estado redox tanto da mitocéndria, quanto do citoplasma, o que pode afetar a
permeabilidade de membrana e determinar mudancas na propor¢cao Na*/H",
aumentando os niveis de Na*, na atividade da K*/ATPase e interferindo no
fluxo de ions calcio, envolvido na producédo de nucleotideos, os quais modulam
a sintese de DNA e RNA e, finalmente, a proliferacdo celular (KARU et al.,
2005).



O LBP melhora a proliferacdo celular sem causar efeitos citotoxicos. A
proliferacdo celular € um efeito biolégico importante que é utilizado em
procedimentos de cultivos celulares experimentais basicos e na pratica clinica
(ALGHAMDI et al., 2012).

No entanto, foi observado um efeito inibitério a niveis mais elevados de
energia (ALEXANDRATOU et al., 2002), ressaltando o efeito dose-dependente
das respostas biolégicas ap6s a exposicao luminosa. A maioria dos estudos
sugere que a bioestimulacdo ocorre em densidades de energia entre 0,05 e 10
Jicm?, enquanto doses acima de 10 J/cm? possuem efeitos bioinibitérios. Outro
estudo sugere que densidades de 0,5 J/cm? a 4 J/cm? e um espectro de 600 a
700 nm sdo muito Uteis no aumento da proliferacdo de varias linhagens
celulares (ALGHAMDI et al., 2012).

Como citado, uma dose-resposta bifasica tem sido frequentemente
observada no LBP, onde este tem um efeito muito melhor no estimulo e
reparacao teciduais do que em niveis mais altos de laser. A chamada curva de
Arndt-Schulz é frequentemente usada para descrever esta dose-resposta
bifasica (HUANG et al., 2009).

No entanto, mais pesquisas devem ser realizadas para investigar 0s
processos fotoestimulatorios mais profundamente em relacdo a proliferacédo
celular (ALEXANDRATOU et al., 2002).

1.3. Efeitos bioldgicos do laser sobre as células-tronco:

A terapia com as CTM é um procedimento promissor para o tratamento de
diversos tipos de doencas degenerativas (ZAGO e COVAS, 2006). Com 0 uso
apropriado do LBP, a taxa proliferativa das ceélulas cultivadas, incluindo as
células-tronco, pode ser aumentada, o que é muito Util na engenharia de
tecidos e na medicina regenerativa (ALGHAMDI et al., 2012). Desta forma, Hou
et al. (2008) utilizaram o LBP de 635 nm para melhorar a taxa de proliferagéo
das CTM-MO de ratos com varias densidades de energia. Eles verificaram
maior proliferacdo nos grupos irradiados do que nos grupos nao irradiados,
com melhores resultados na densidade de 0,5 J/cm?. Ainda, verificaram

aumento na secrecdo de fatores de crescimento e maior diferenciagédo



miogénica com 5 J/cm? e ndo detectaram diferencas de efeitos citotoxicos entre
0S grupos.

A irradiacdo com luzes de comprimentos de onda de 415, 602, 632, 650 e
720 nm também acelerou a sintese de ATP em um estudo, enquanto luzes de
477,511 e 554 nao tiveram nenhum efeito (ALEXANDRATOU et al., 2002).

O LBP pode prevenir a apoptose celular e melhorar a proliferacao,
migracdo e adesao celular a niveis baixos de iluminacdo com luz vermelha ou
proximo a infravermelha (ALGHAMDI et al., 2012). Além disso, causa aumento
do pH intracelular, que esta associado a supressao da apoptose e ao controle
da taxa de progresséao do ciclo celular (ALEXANDRATOU et al., 2002).

Células-tronco derivadas do tecido adiposo humano também ja foram
irradiadas com laser de diodo a um comprimento de onda de 635 nm e
densidade de energia de 5 J/cm?. Foi verificado um aumento na proliferacédo
nas células irradiadas, em comparacao com o grupo controle (ALGHAMDI et
al., 2012).

Barboza e colaboradores (2014) verificaram o aumento da proliferacdo de
CTM-MO e CTM-TA irradiadas em 2 sessGes de 0,5 e 1 J/cm?, sendo que as
ultimas responderam melhor que as primeiras, e a densidade de 1 J/cm? foi
mais eficiente para ambos os tipos celulares em 24h e 72h apos a irradiagéao.

A irradiacdo de CTM-MO de equinos com LED nos comprimentos de onda
de 630 + 10 nm e 850 + 10 nm e densidade de energia de 6,5 J/cm? por 3 dias
resultou em aumento da proliferagdo celular com os grupos irradiados
apresentando quantidade de células 5,5 e 14,3% maiores que o grupo controle
(VELOSO et al., 2011).

Ja em outro estudo, as CTM-MO de camundongos nao apresentaram
diferencas quanto a proliferacdo e a diferenciacdo celular em osteoblastos e
osteoclastos com o uso do LBP de 808 nm e densidade de energia de 4 J/cm?
(BOUVET-GERBETTAZ et al., 2009).

Foi relatado que o laser de arseneto de galio com comprimento de onda de
804 nm aumentou a proliferacdo de CTM e cardiomidcitos, sem efeitos
adversos nas células e ndo causou nenhuma mudancga histopatologica nas
células-satélite miogénicas em cultivo. Deste modo, as densidades de energia

de 1 e 3 J/cm? empregadas neste estudo podem ser utilizadas com seguranca



para a irradiacdo das células in vitro. Estes resultados podem ter um impacto
importante na medicina regenerativa (TUBY et al., 2007).

As CTM, também conhecidas como células-tronco estromais, células
progenitoras medulares e células-tronco adultas derivadas da medula 6ssea,
representa uma populacdo heterogénea de células semelhantes a fibroblastos,
gue podem ser encontradas no estroma da medula 6ssea (ATOUI e CHIU,
2012) e outros tecidos (ZAGO e COVAS, 2006). Com relacdo as células
precursoras multipotentes derivadas do estroma do tecido adiposo, existe uma
inconsisténcia na nomenclatura utilizada na literatura para descrevé-las,
podendo ser citadas como células processadas de lipoaspiracdo, células
estromais derivadas do tecido adiposo, pré-adipdcitos, fracdo celular vascular
estromal de tecido adiposo, entre outros. O termo fracdo vascular estromal
descreve as CTM-TA obtidas imediatamente apds a digestdo com a enzima
colagenase (CHENG et al., 2011).

Elas apresentam inumeros marcadores imunofenotipicos. Entretanto, estes
marcadores ndo sdo especificos, ocorrendo em outros tipos celulares. Tem
sido feito um esforco consideravel para identificar marcadores especificos que
permitam a identificacdo e o isolamento de CTM. Desta forma, embora néo
existam anticorpos exclusivos para as CTM, a andalise com um conjunto de
anticorpos mais expressos nestas células permite determinar um perfil
imunofenotipico das CTM expandidas em cultivo e consiste em um dos critérios
estabelecidos para defini-las, segundo a Sociedade Internacional para Terapia
Celular (DOMINICI et al., 2006; ZAGO e COVAS, 2006). Diferente das células
hematopoiéticas, elas sdo CD34 e CD45 negativas. Alguns outros marcadores
tipicos sao CD29, CD44, CD71, CD90, CD106, CD124, SH2 e SH3 (ATOUI e
CHIU, 2012).

Embora a extenséo da plasticidade das CTM ainda esteja sob investigacéo,
0s estudos dos ultimos anos tém demonstrado a capacidade das CTM
diferenciarem-se em células de diferentes linhagens. Sua plasticidade tem
gerado muito entusiasmo, levantando esperangas para seu uso terapéutico em
uma grande gama de doencas, jA que estas células ndo possuem problemas
éticos ou de tumorigenicidade como as células embrionarias (ATOUI e CHIU,



10

2012). Elas possuem relevante capacidade plastica, sendo capazes de originar
diversos tipos celulares in vitro e in vivo (ZAGO e COVAS, 2006).

Além da alta capacidade de replicacdo, as CTM podem facilmente serem
coletadas da medula éssea, expandidas e diferenciadas (ATOUI e CHIU, 2012)
em vérias formas mesenquimais, como mausculo, cartilagem, osso e tecido
adiposo (BAKSHI et al., 2004). A diferenciacdo das CTM é controlada por
fatores presentes nos tecidos apds seu transplante (BONAB et al., 2007),
podendo ainda serem diferenciadas in vitro (CASTANHEIRA et al., 2009).

A diferenciacdo osteogénica requer a presenca de indutores que incluem o
betaglicerol fosfato, acido ascorbico, dexametasona e soro fetal bovino. Na
presenca destas substancias, as CTM adquirem morfologia de osteoblastos e
passam a expressar fosfatase alcalina e a depositar matriz extracelular rica em
céalcio (BARRY e MURPHY, 2004).

A diferenciacdo condrogénica ocorre quando as CTM sédo cultivadas em
ambiente tridimensional em meio livre de soro fetal bovino e na presenca de
TGF-a. Nestas condigbes, as CTM rapidamente mudam a sua morfologia
fibroblastoide caracteristica e passam a secretar glicosaminoglicanos,
agreganos, fibromodulina, proteina oligomérica da matriz cartilaginosa,
decorina, colageno tipo Il e condroaderina, que sdo componentes da matriz
cartilaginosa normal (BARRY et al., 2001; BARRY e MURPHY, 2004).

A diferenciacdo adipogénica ocorre quando a monocamada celular é
cultivada na presenca de isobutilmetilxantina. Nestas condi¢cées, ocorre
ativacdo do gene PPARA (peroxissome proliferator-activated receptor-gamma)
e sintetase de acidos graxos. As ceélulas assim cultivadas rapidamente
acumulam goticulas de lipideos no citoplasma (BARRY e MURPHY, 2004).

Foi descrito que as CTM humanas cultivadas em presenca de 5-azacitidina
diferenciam-se em midécitos (WAKITANI et al., 1995).

As CTM séao facilmente isoladas da medula 6ssea porque se aderem na
superficie plastica e podem ser multiplicadas em cultura nas quantidades
desejaveis (BRENNEMAN et al., 2010). Além da medula 6ssea, as CTM podem
ser obtidas de uma grande variedade de tecidos, como por exemplo do sangue
do cordao umbilical, da veia umbilical, da veia safena, da parede de artérias, do

figado e pancreas fetais, da placenta, do tecido adiposo, da retina, das
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gbnadas e da polpa dentaria (ABEDIN et al., 2004; CAMPAGNOLI et al., 2001;
COVAS et al., 2003; 2005; DISSANAYAKA et al., 2011; HU et al., 2003; JIN et
al., 2003; KERN et al., 2006; MACIAS et al., 2010; ZAGO e COVAS, 2006).

Ainda, as CTM podem se diferenciar em linhagens n&o-mesenquimais,
como as células neurais, em um processo chamado transdiferenciagdo. No
entanto, seus mecanismos permanecem desconhecidos e sua ocorréncia ainda
é tema de debate (BARBA et al., 2013; CASTANHEIRA et al., 2009).

Neste contexto, as CTM estdo sendo testadas para o tratamento de
doencas cardiacas, lesdes Osseas, condrais, tendineas, pulmonares, do
sistema nervoso central, do figado e em doencas genéticas (BARRY e
MURPHY, 2004; ZAGO e COVAS, 2006).

O tecido adiposo também é uma abundante e acessivel fonte de CTM
capaz de fornecer um grande numero de células necessarias para a utilizacédo
em terapias celulares (GIMBLE e GUILAK, 2003). Carvalho et al. (2009)
relataram que as CTM provenientes do tecido adiposo de equinos apresentam
isolamento, cultivo e imunofenotipagem vidveis. Mambelli et al. (2009)
confirmaram que, mesmo ap0s sua criopreservacdo, estas células
permanecem com 0 seu potencial proliferativo e capacidade de diferenciacéao
inalterados.

No estudo de Kern et al. (2006), as CTM derivadas da medula 6ssea,
tecido adiposo e sangue do corddo umbilical apresentaram morfologia
fibroblastoide, formacao de unidades formadoras de colénia (UFC), capacidade
de diferenciacdo multipotencial e expressédo de proteinas de superficie tipicas.
Eles afirmam que, tanto a medula 6ssea quanto o tecido adiposo, sao fontes
confiaveis para o isolamento e expansdo das CTM em ensaios autologos, ja
gue todas as preparacdes dao origem a este tipo celular (KERN et al., 2006).

Os ensaios de UFC fornecem um meio conveniente de avaliar a
capacidade proliferativa que retém as CTM apos as células serem expandidas
em cultivo (PEISTER et al., 2004). Geralmente, cada col6nia no ensaio surge
de uma Unica célula. Portanto, o numero de UFC obtidas provavelmente reflete
0 numero de CTM ou precursores de CTM em uma amostra de medula 0ssea.
Em amostras com baixos numeros de CTM formadoras de col6nias, as células

provavelmente sofreram muitas duplicacdes antes de atingir confluéncia na
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primeira passagem e, portanto, tém um potencial limitado para maior expansao
(DIGIROLAMO et al., 1999).

Recentemente, houve um avanco enorme no conhecimento das células-
tronco adultas para seu uso como células doadoras em terapias regenerativas.
Associado a esses avancos, surgiram alguns achados inesperados e
controversos que desafiam dogmas cientificos atuais. Um dos dilemas é uma
série de observacbes indicando que as CTM sao privilegiadas
imunologicamente, aptas a sobreviver e diferenciar em transplantes alogénicos
e até mesmo xenogénicos (ATOUI e CHIU, 2012).

Estudos sugerem que o transplante alogénico de CTM poderia ndo ser
rejeitado na auséncia de imunossupressdo. Estudos em modelos animais tém
fornecido evidéncias em favor desta hipotese (DEVINE et al.,, 2003). Esta
hipoimunogenicidade tem grandes implicacdes na terapia alogénica e existem
muitos relatos descrevendo o uso clinico de células alogénicas com pouca
evidéncia de rejeicdo imune pelo hospedeiro ou doenca do enxerto contra
hospedeiro (BARRY e MURPHY, 2004).

Tal imunogenicidade baixa € devida a auséncia do antigeno leucocitério de
classe Il (MHC-Il) e de moléculas co-estimulatérias como o CD40, CD80 e
CD86 (BONAB et al., 2007). Em condicGes basais, as CTM nao expressam
MHC-Il, mas passam a expressar esta molécula apdés estimulacdo com
interferon alfa. Com este fendtipo, seria esperado que as CTM estimulassem a
proliferacdo das células T, o que levaria a rejeicdo de CTM de doadores.
Entretanto, inidmeros estudos realizados por diferentes laboratérios mostraram
gue isto ndo acontece e que as CTM, em realidade, inibem a proliferacdo de
células T (DINICOLA et al.,, 2002). O MHC-II também est4d ausente da
superficie de CTM diferenciadas e estas células também ndo causam uma
resposta proliferativa dos linfécitos (BARRY e MURPHY, 2004).

Nos ultimos anos, um numero cada vez maior de experimentos apontam
para propriedades imunomoduladoras das CTM em ensaios in vitro e in vivo.
Uma intrigante propriedade é sua habilidade de escapar ao reconhecimento
imune e até mesmo inibir respostas imunes ativamente (ATOUI e CHIU, 2012).

Os mecanismos desta imunotolerancia sao objetos de intenso estudo, e

trés mecanismos interrelacionados tém sido citados. As CTM aparentam né&o
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causar rejeicao por (1) serem hipoimunogénicas, (2) modularem o fenétipo das
células T e (3) imunossuprimirem o ambiente local (ATOUI e CHIU, 2012).

Apesar das evidéncias de estudos in vitro demonstrarem as propriedades
imunomoduladoras das CTM, sua importancia nos ensaios in vivo continuam
controversas. Ainda assim, o uso das CTM jé& foi introduzido a pratica clinica,
especialmente nos campos da hematologia e doencas auto-imunes (ATOUI e
CHIU, 2012).

Durante a resposta imune adquirida, diversas por¢cdes do organismo
invasor sdo processadas e apresentadas as células antigeno-sensitivas do
sistema imune. Esta apresentacdo envolve a quebra do antigeno estranho em
pequenos fragmentos, e a colocacao destes fragmentos em locais especificos
da superficie celular dos receptores. O sistema imune somente responde a
esta apresentacao apropriada de antigeno (TIZARD, 2000).

Para desencadear a resposta imune, além da fragmentacéo do antigeno no
interior das células, é necessario adaptar estes fragmentos em uma molécula
apresentadora de antigeno. Estas moléculas sdo chamadas de moléculas de
histocompatibilidade, que sao receptores glicoprotéicos especializados
codificados por genes localizados em um complexo chamado de complexo de
histocompatibilidade principal (MHC, na sigla em inglés) (TIZARD, 2000).

O MHC pode ser considerado um feixe de genes que controla o
processamento e apresentacdo do antigeno. Cada MHC contém trés classes
de genes, os da classe | codificam as moléculas de MHC encontradas na
maioria das células nucleadas. Os da classe Il codificam as moléculas de MHC
da superficie das células apresentadoras de antigeno (macréfagos, células
dendriticas e células B). Os MHC da classe Ill apresentam o antigeno para as
proteinas do sistema complemento (TIZARD, 2000).

A principal funcdo do MHC-II é apresentar antigenos processados, que sao
derivados primariamente de fontes exdgenas, aos linfécitos T CD4+, sendo
cruciais para a iniciagdo da resposta imune antigeno-especifica. Aléem da
apresentacdo de antigenos, estudos mostram que a ligagdo das moléculas
MHC-II também ativam meios de sinalizacdo intracelular, levando a apoptose
(HOLLING et al., 2004). O MHC classe | apresenta antigenos oriundos do meio
intracelular aos linfécitos T CD8+ (TIZARD, 2000).
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Além de sua propriedade hipoimunogénica, a viabilidade das CTM é
importante para permitir sua migracao e implantacdo apés transplantes. Neste
sentido, alguns estudos vém pesquisando formas de aprimorar a sobrevivéncia
celular (BHAKTA et al., 2006).

A avaliacdo da viabilidade ou morte celular pode ser realizada utilizando-se
o0 ensaio de citometria de fluxo com anexina V-isotiocianato de fluoresceina
(FITC) e o iodeto de propidio (IP). Este método permite a discriminacdo entre
células apoptéticas e necroticas (BURAVKOVA et al., 2013).

A apoptose é associada a mudancas morfolégicas e bioquimicas
caracteristicas, incluindo retracdo celular, formacdo de prolongamentos da
membrana, condensacéo da cromatina, fragmentacdo do DNA e mudancas na
superficie celular. Vérias técnicas foram desenvolvidas para mensurar a
fragmentacdo do DNA, um evento tardio da apoptose. No entanto, a deteccéo
precoce da apoptose € critica para o estudo da via central que leva a esse
processo (BOSSY-WETZEL e GREEN, 2000).

Desta forma, o ensaio com anexina V € baseado na observacdo da
translocacdo da fosfatidilserina (FS), um fosfolipidio que normalmente
encontra-se confinado a superficie citoplasmatica da membrana plasmaética,
para a superficie celular durante a apoptose na maioria dos tipos celulares e
por muitos estimulos apoptoticos. A externalizacdo da FS a superficie celular
marca as células apoptoéticas para serem reconhecidas pelas células vizinhas
ou macrofagos, facilitando a remocao ndo-inflamatoria das células em processo
de morte por fagocitose. Uma vez na superficie celular, a FS pode ser
detectada pela ligacdo com a anexina V marcada com FITC (BOSSY-WETZEL
e GREEN, 2000).

A proteina da anexina V pertence a uma familia de proteinas de ligacéo de
fosfolipidios que se liga especificamente, na presencga do calcio, a fosfolipidios
carregados negativamente, como a FS. As células positivas para anexina V
marcada com FITC podem ser detectadas por citometria de fluxo ou por
microscopia de fluorescéncia. Também ¢é possivel o uso da anexina V em
combinagdo com outros corantes, como o IP e o Hoechst 33342, que permitem
a caracterizacdo de estagios avancados da apoptose. Na maioria dos casos, a

translocacdo da FS a superficie celular ocorre antes da condensacdo do DNA,
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permeabilizacdo da membrana plasmética e formagédo dos prolongamentos da
membrana servindo, portanto, como uma medida rapida e conveniente da
apoptose precoce (BOSSY-WETZEL e GREEN, 2000).

A translocacdo da FS ndo € Unica da apoptose, mas também ocorre
durante a necrose celular. A diferenca entre essas duas formas de morte é que,
durante as fases iniciais da apoptose, a membrana celular permanece intacta,
enquanto que no mesmo momento que a hecrose ocorre, a membrana celular
perde sua integridade e se torna permeavel. Portanto, a mensuracédo da ligacao
da anexina V a superficie celular como indicador de apoptose deve ser
realizada em conjunto com um teste de exclusédo de corante para estabelecer a
integridade da membrana celular, como por exemplo, o IP (VERMES et al.,
1995), o qual detecta esta perda da integridade da membrana celular (SPAN et
al., 2002).

As caracteristicas inerentes as CTM tornam-as muito atrativas para seu
uso na terapia celular e na medicina regenerativa. No entanto, sua seguranca
in vivo, incluindo a toxicidade e tumorigenicidade também devem ser estudadas
(RA etal., 2011).

Um trabalho com CTM-TA humanas avaliou sua estabilidade genética ao
longo do cultivo in vitro. Verificou-se que o caridtipo das CTM-TA manteve-se
normal por, pelo menos, 12 passagens (RA et al., 2011). Outro estudo também
verificou estabilidade genética e caridtipo normal em CTM derivadas de
placenta humana entre a 152 e a 202 passagens (MACIAS et al., 2010). No
entanto, outro estudo com CTM do sangue do corddao umbilical demonstrou
varias anormalidades cariotipicas, com multiplas alteracbes numeéricas e
estruturais (MANCA et al., 2008).

A analise do cari6tipo € utilizada para identificar marcadores
cromossbmicos, 0 género e a espécie animal e para analisar o namero
caracteristico de cromossomos de determinada espécie e determinar
aneuploidia em linhagens celulares. E um método sensivel e fornece
informacgdes importantes na confirmacgéao da identidade celular (MACHADO et
al., 2014).



16

A cariotipagem é suficiente para identificar alguma alteracao estrutural ou
numeérica dos cromossomos se uma grande area do DNA é afetada (RA et al.,
2011).

O céo (Canis lupus familiaris) possui 0 maior niumero de cromossomos
diploides dos animais domésticos, com um cari6tipo de 38 autossomos e dois
cromossomos sexuais (2n=78), sendo todos 0s autossomos acrocéntricos. Até
recentemente, esse cariotipo era pouco compreendido, pelo grande numero de
cromossomos, de seu tamanho e da auséncia de um padréo claro de bandas
R. No entanto, algumas técnicas como a hibridizacdo in situ fluorescente
auxiliaram na compreensdo e descricdo do cariétipo canino e de outros
canideos (GALIBERT e ANDRE, 2008; SARGAN et al., 2000).

Com o exposto, pode-se afirmar que o numero de trabalhos cientificos
envolvendo CTM cresce exponencialmente, porém muito ainda existe para ser
feito neste campo e no campo mais genérico das terapias celulares (ZAGO e
COVAS, 2006).



CAPITULO 2
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Trabalho a ser enviado para a revista “Current Stem Cell Research and Therapy”

Células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo e da
medula dssea de cées possuem alta viabilidade e apresentam cariotipo

normal durante expansao in vitro
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Resumo: As células-tronco mesenquimais (CTM) tém despertado muito interesse de pesquisadores
devido ao seu potencial uso na medicina regenerativa e na engenharia de tecidos, pois estudos pre-
clinicos e clinicos demonstram o valor terapéutico de tais células. Além de sua propriedade
hipoimunogeénica, a viabilidade das CTM é importante para permitir sua migracdo e implantacdo apds
transplantes. Neste sentido, alguns estudos vém pesquisando formas de aprimorar a sobrevivéncia celular.
Além disso, a cariotipagem € um método sensivel, fornece informacgdes importantes na confirmacao da
identidade celular e é suficiente para identificar alguma alteracdo estrutural ou numérica dos
cromossomos se uma grande area do DNA ¢é afetada. Desta forma, o objetivo do presente trabalho é
verificar a apoptose e o cariétipo de CTM do tecido adiposo e da medula 6ssea de cdes. Para as analises,
foram utilizadas 10 amostras, sendo coletadas 5 amostras de tecido adiposo e 5 amostras da medula dssea
caninas. Apos o cultivo, as CTM demonstraram viabilidade de 96,5% em ambos 0s grupos e caridtipo
diploide normal, sem alteragfes estruturais ou numéricas. Portanto, as CTM caninas provenientes do
tecido adiposo e da medula 6ssea apresentaram alta viabilidade e estabilidade cromossémica durante seu
cultivo in vitro.

Palavras-chave: anexina V, antigenos CD, células estromais, citometria de fluxo, cariotipagem,
propidio, veterinaria.
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INTRODUCAO

Uma nova abordagem para o tratamento de lesdes tem sido realizada nos ultimos anos com o uso de
células com capacidade de auto-renovagdo e de diferenciacdo, como as células progenitoras, as células-
tronco mesenquimais (CTM) e as células-tronco hematopoiéticas [1].

As CTM tém despertado muito interesse de pesquisadores devido ao seu potencial uso na medicina
regenerativa e na engenharia de tecidos, pois estudos pré-clinicos e clinicos demonstram o valor
terapéutico de tais células [2]. Neste sentido, a imunofenotipagem, o potencial de diferenciacdo, a
viabilidade e a citogenética sdo aspectos importantes a serem estudados. Os estudos pré-clinicos sdo
passos importantes para aumentar a compreensdo da biologia das células-tronco e possuem uma
importante funcéo de predizer a eficacia das CTM [3].

As células-tronco adultas que melhor foram caracterizadas até hoje e que se considera terem
capacidade multipotencial sdo as CTM da medula 6ssea (CTM-MO) ou células estromais multipotentes
humanas. No entanto, além da medula dssea, o sangue do corddo umbilical e a gordura também tém sido
utilizados para isolamento e expansdo de CTM. As CTM do tecido adiposo (CTM-TA) compartilham de
propriedades imunossupressoras com as CTM-MO e, portanto, podem representar uma fonte alternativa
para a terapia com células-tronco [1]. Este tecido tem ganhado atencdo por ser uma fonte abundante de
CTM em locais acessiveis e em maior concentragdo que na medula dssea. O procedimento cirrgico para
extracdo de tecido adiposo pode ser feito rapidamente e com minima morbidade ao paciente, quando
comparado com outras fontes de CTM, o que € especialmente importante em pacientes idosos, que
necessitam um tempo anestésico e de recuperacdo mais curtos [4]. Em medicina veterinéria, a medula
0ssea e o tecido adiposo representam as fontes mais importantes de CTM [5].

As CTM podem contribuir para a regeneracdo tecidual diretamente por incorporacdo das células
diferenciadas ou indiretamente pela liberagdo de fatores tréficos quando transplantadas no local da lesdo
[5]. Além de sua propriedade hipoimunogénica, a viabilidade das CTM € importante para permitir sua
migracdo e implantagdo apos transplantes. Neste sentido, alguns estudos vém pesquisando formas de
aprimorar a sobrevivéncia celular [6].

A avaliacdo da viabilidade ou morte celular pode ser realizada utilizando-se o ensaio de citometria
de fluxo com anexina V-isotiocianato de fluoresceina (FITC) e o iodeto de propidio (IP). Este método
permite a discriminacdo entre células apoptéticas e necréticas [7]. A proteina da anexina V pertence a
uma familia de proteinas de ligacdo de fosfolipidios que se liga especificamente, na presenca do célcio, a
fosfolipidios carregados negativamente, como a fosfatidilserina (FS). Na maioria dos casos, a
translocacdo da FS a superficie celular ocorre antes da condensagdo do DNA, permeabilizacdo da
membrana plasmética e formagdo dos prolongamentos da membrana servindo, portanto, como uma
medida rapida e conveniente da apoptose precoce [8]. A translocacdo da FS ndo € Gnica da apoptose, mas
também ocorre durante a necrose celular. A diferenca entre essas duas formas de morte é que, durante as
fases iniciais da apoptose, a membrana celular permanece intacta, enquanto que no mesmo momento que
a necrose ocorre, a membrana celular perde sua integridade e se torna permeéavel. Portanto, a mensuracéo
da ligacdo da anexina V a superficie celular como indicador de apoptose deve ser realizada em conjunto
com um teste de exclusdo de corante para estabelecer a integridade da membrana celular, como por
exemplo, o IP [9], o qual detecta a perda da integridade da membrana celular [10].

As caracteristicas inerentes as CTM tornam-as muito atrativas para seu uso na terapia celular e na
medicina regenerativa. No entanto, sua seguranga in vivo, incluindo a toxicidade e tumorigenicidade
também devem ser estudadas [11]. A andlise do cari6tipo é utilizada para identificar marcadores
cromossOmicos, 0 género e a espécie animal e para analisar o nimero caracteristico de cromossomos de
determinada espécie e determinar aneuploidia em linhagens celulares. E um método sensivel, fornece
informacdes importantes na confirmacdo da identidade celular [12] e ¢ uma técnica suficiente para
identificar alguma alteracdo estrutural ou numérica dos cromossomos se uma grande area do DNA é
afetada [11].

O cédo (Canis lupus familiaris) possui 0 maior nimero de cromossomos diploides dos animais
domésticos, com um cariétipo de 38 autossomos e dois cromossomos sexuais (2n=78), sendo todos os
autossomos acrocéntricos. Até recentemente, esse cariotipo era pouco compreendido, pelo grande nimero
de cromossomos, de seu tamanho e da auséncia de um padrdo claro de bandas R. No entanto, algumas
técnicas como a hibridizacdo in situ fluorescente auxiliaram na compreensdo e descri¢cdo do cariétipo
canino e de outros canideos [13,14].

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho é estudar a viabilidade e a estabilidade do
cariétipo das CTM-TA e CTM-MO caninas durante seu cultivo in vitro, comparando-as quanto a
porcentagem de células vidveis, em apoptose precoce, em apoptose tardia e necréticas.
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MATERIAIS E METODOS
Etica no uso de animais

Todas as etapas do estudo foram conduzidas de acordo com os principios éticos na experimentacao
animal e foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) — Botucatu (protocolo n.94/2013).

Grupo Experimental

No total, foram utilizadas 10 amostras de cées adultos de aproximadamente cinco anos, de ambos 0s
géneros, sendo cinco amostras de tecido adiposo, provindas de cées adultos submetidos a cirurgias
eletivas ortopédicas, e cinco amostras de medula 6ssea coletadas da tuberosidade maior do imero de cées
higidos adultos.

A fim de comprovar sua higidez, os animais foram submetidos & colheita de amostra para os
seguintes exames laboratoriais:

- sangue total em EDTA para realizacdo de hemograma com contagem de plaquetas;

- soro sanguineo para determinacgdo da atividade da alanina aminotransferase, fosfatase alcalina,
gama-glutamiltransferase, proteina total, aloumina, globulinas, creatinina e uréia.

Colheita das Amostras e Isolamento das CTM
CTM Derivadas do Tecido Adiposo

Aproximadamente 4 ml de tecido adiposo foi coletado e armazenado em tubo cbnico de 50 ml,
estéril, contendo Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), ficando
completamente submerso.

Para isolar as CTM-TA, o tecido adiposo foi dissecado em pequenos fragmentos (1-2 mm?®), lavado
com HBSS e digerido com colagenase tipo 1 a 0,04% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA). O tubo com o
tecido fragmentado foi mantido em banho-maria a 37°C e agitado a cada 10 minutos. Posteriormente, foi
realizada neutralizacdo da enzima com o meio de cultivo contendo 90% de Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) alta glicose, 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de penicilina/estreptomicina (10000
U/mL) (Invitrogen, Séo Paulo, Brasil), 0,005% de amicacina (250 mg/mL) (Novafarma, Andpolis, Brasil)
e 1,2% de anfotericina B (3 pg/mL) (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil). O material foi filtrado com filtro de
70 um, centrifugado a 340G por 10 minutos, o sobrenadante foi aspirado e acrescido do meio de cultivo e
homogeneizado para centrifugacdo subsequente. Novamente removeu-se 0 sobrenadante e adicionou-se o
meio de cultivo previamente descrito. As células foram contadas em camara de Neubauer pela técnica de
exclusdo do azul de tripano (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), totalizando uma média de 3,325 x 108 células,
divididas em duas garrafas de 25 cm? contendo 4 mL de meio e cultivadas sob as condigGes descritas
posteriormente.

CTM Derivadas da Medula Ossea

Os cdes foram submetidos a medicacgdo pré-anestésica com morfina (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) na
dose de 0,5 mg/kg por via intramuscular, indugdo com propofol (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) em dose
maxima de 5 mg/kg intravenosa e manutencdo com isoflurano (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) diluido em
oxigénio a 100%. O animal foi monitorado por monitor multiparamétrico (eletrocardiograma, oximetria
de pulso, capnografia e pressdo ndo-invasiva).

Apbs a tricotomia e antissepsia da porcdo cranial proximal do membro toracico, na regido
correspondente & tuberosidade maior do Umero, foi introduzida a agulha de pun¢do de medula Gssea
heparinizada e, uma vez bem fixa a agulha no imero, o mandril foi retirado e procedeu-se a aspiragdo das
células da medula dssea com auxilio de uma seringa de 20 mL contendo 1 mL de heparina a 1000 UI/mL
(Cristélia, S&o Paulo, Brasil).

Em seguida, as amostras da medula déssea foram encaminhadas ao fluxo laminar e foram filtradas
com o auxilio de um equipo de transfusdo a fim de remover os coagulos que poderiam estar presentes.
Entdo, o material foi centrifugado a 340G por 10 minutos, sendo o sobrenadante (plasma e gordura)
descartado e o material remanescente reservado. Ao material remanescente, foi adicionado DMEM alta
glicose (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) na propor¢do 1:1. Posteriormente, essa mistura foi adicionada
lentamente a 4 mL de uma solucdo de polisucrose e diatrizoato de s6dio com densidade de 1.077 + 0.001
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g/mL (Histopaque®-1077) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) e, em seguida, procedida uma nova
centrifugacdo a 340G por 40 minutos para a obtencdo da camada de células mononucleares, onde estdo
presentes as CTM. A camada de células mononucleares resultante da centrifugacdo foi aspirada
cautelosamente e acondicionada em um novo tubo, no qual foi acrescido o meio DMEM alta glicose na
proporcdo 1:1. Em seguida, foi realizada uma centrifugacdo a 340G por 10 minutos para a remogao do
Histopaque®-1077 remanescente. O pellet de células resultantes foi ressuspenso com o meio DMEM alta
glicose (1 mL) e submetido a uma nova centrifugagdo a 340G por 10 minutos. Ap0s essa centrifugacéo, o
sobrenadante foi descartado e ao novo pellet formado foi acrescido 2 mL do meio contendo 90% de
DMEM alta glicose, 10% de SFB, 1% de penicilina/estreptomicina (10000 U/mL), 0,005% de amicacina
(250 mg/mL) e 1,2% de anfotericina B (3 pg/mL). As células foram contadas em camara de Neubauer
pela técnica de exclusdo do azul de tripano, totalizando uma média de 22,20 x 10° células, divididas em
duas garrafas de 25 cm? contendo 4 mL de meio e cultivadas sob as condices descritas posteriormente.

Cultivodas CTM

As garrafas foram identificadas e incubadas em estufa a 37°C em atmosfera imida contendo 95% de
ar e 5% CO,. Ap0s as primeiras 48 horas sem manipulacdo, para que houvesse a adesdo celular, 0 meio
dos cultivos foi trocado e as células ndo aderidas foram descartadas. Apds esse periodo, as garrafas foram
monitoradas periodicamente e o meio de cultura foi trocado a cada 3 a 4 dias. A passagem das CTM foi
realizada quando se atingiu uma confluéncia de aproximadamente 80 a 90%. Para isso, foi realizada a
tripsinizacdo. Para tal procedimento, o0 meio de cultivo das garrafas foi descartado, estas foram lavadas
com HBSS aquecido a 37°C e acrescidas de 2 mL de uma solucdo de tripsina a 0,25% (Invitrogen, S&o
Paulo, Brasil) a 37°C. As garrafas foram levadas a estufa por 7 minutos para que as células se
destacassem da garrafa. Com as células em suspensdo, foi adicionado 1 ml de meio de cultivo com 90%
de DMEM alta glicose, 10% de SFB, 1% de penicilina/estreptomicina (10000 U/mL), 0,005% de
amicacina (250 mg/mL) e 1,2% de anfotericina B (3 pg/mL) para bloqueio da acdo da tripsina. Em
seguida, procedeu-se a centrifugacdo a 340G por 10 minutos para a remogao da tripsina. O novo pellet
formado foi ressuspenso em meio de cultivo, centrifugado novamente e ressuspenso em meio. O conteldo
de uma garrafa do cultivo primario foi dividido para expansdo e posterior realizacdo dos testes de
diferenciacgdo, cariotipagem, viabilidade e imunofenotipagem por citometria de fluxo. O tempo de cultivo
primério e de primeira passagem foram registrados em nimero de dias.

Diferenciacbes Adipogénica, Condrogénica e Osteogénica

Para confirmagdo da linhagem mesenquimal, as células cultivadas foram induzidas a se
diferenciarem in vitro nas linhagens adipogénica, condrogénica e osteogénica. Para tanto, na segunda
passagem, as amostras foram tripsinizadas e acondicionadas em placas de 24 pocos para diferenciagdo
osteogénica e adipogénica. Para isso, foram utilizados os conjuntos de diferenciagdo Stempro
Adipogenesis® e Stempro Osteogenesis® (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) seguindo-se as recomendagdes do
fabricante. Os meios de cultivo foram trocados a cada 3 dias. A demonstracdo da diferenciagdo
adipogénica e osteogénica foi realizada fixando-se o material com paraformaldeido a 4% (Becton
Dickinson Company, San Jose, EUA) e utilizando as colorages histoldgicas de Oil Red e Alizarin Red
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) apés 14 e 21 dias, respectivamente. Para a diferenciacdo
condrogénica, um pellet de aproximadamente 2,0 x 10% e 1,465 x 10° de CTM-TA e CTM-MO,
respectivamente, foi cultivado em um tubo Falcon de 15 mL em 3D, sendo o meio de diferenciacéo
Stempro Chondrogenesis® (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) trocado a cada 3 dias, durante 21 dias. A
demonstracdo da diferenciacdo foi realizada apds a fixacdo com paraformaldeido a 4% e entdo pelo
depdsito de matriz cartilaginosa pelas colorac@es histoldgicas de alcian blue (pH 2,5) (Merck, Darmstadt,
Alemanha), azul de toluidina e hematoxilina-eosina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) a partir de
laminas provenientes do pellet emblocado em parafina. Para cada diferenciacdo, foram realizados
controles negativos de ambos os tipos teciduais, os quais foram mantidos em meio com 90% DMEM alta
glicose, 10% de SFB, 1% de penicilina/estreptomicina (10000 U/mL), 0,005% de amicacina (250
mg/mL) e 1,2% de anfotericina B (3 pg/mL).

Imunofenotipagem
As amostras de CTM-TA e de CTM-MO foram submetidas a analise em citdbmetro de fluxo FACS

Calibur (Becton Dickinson Company, San Jose, EUA) para avaliacdo da expressdo dos marcadores de
superficie CD34 (mouse anti-human CD34-FITC, Becton Dickinson Company, San Jose, EUA), CD45
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(rat anti-dog CD45, Abd Serotec, Raileigh, EUA), CD44 (rat anti-mouse CD44, Sigma-Aldrich, Saint
Louis, EUA), CD90 (mouse anti-human CD90-FITC, Becton Dickinson Company, San Jose, EUA) e
CD105 (mouse anti-human CD105, Abcam, Cambridge, EUA). Para os marcadores primarios ndo
conjugados foram utilizados os anticorpos secundarios goat anti-rat 1gG-FITC (Millipore, Temecula,
EUA) e goat anti-mouse IgG-FITC (Abd Serotec, Raileigh, EUA). Todos os anticorpos utilizados
possuiam marcacdo com o fluoréforo FITC. Controles positivos para os marcadores CD34 e CD45 foram
executados previamente ao experimento. Foi utilizado o protocolo padréo sugerido pelos fabricantes de
cada um dos anticorpos primarios e secundarios. As amostras em segunda passagem foram tripsinizadas,
lavadas em HBSS e contadas em camara de Neubauer. Apos, foram filtradas em filtro de 70 pm e
distribuidas em tubos de poliestireno de fundo redondo contendo aproximadamente 2 x 10° células e
incubadas com o anticorpo primario durante uma hora. Em seguida, foram incubadas com os anticorpos
secundarios por mais uma hora e entdo lavadas duas vezes com HBSS. Para as amostras e seus
respectivos controles, 20000 eventos foram coletados para andlise. Apds a anélise, os dados foram
arquivados para posterior avaliacdo pelo software Cell Quest Pro (Becton Dickinson Company, San Jose,
EUA).

Anélise da Apoptose Celular com Anexina V e lodeto de Propidio

A tripsinizacdo das CTM-TA e CTM-MO foi realizada em segunda passagem, sendo marcadas com
anexina V e iodeto de propidio (IP), incubadas e analisadas por citometria de fluxo utilizando um
citbmetro LSR Fortessa (Becton Dickinson Company, San Jose, EUA). Para esta avaliagdo, foram
utilizadas as sondas anexina V-FITC Kit de apoptose (Becton Dickinson Company, San Jose, EUA) e IP
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) de acordo com as recomendacfes do laboratério. Assim, as amostras
foram diluidas em solucdo tampdo de anexina V (10 mM Hepes/NaOH — pH 7,4 — 140 mM NacCl, 2,5
mM CaCl,) a uma concentragdo de 1x10° células/mL. Um volume de 200 pL (concentragdo final de
2x10° células) desta amostra foi colocado em um tubo de cultura de 5 mL e entdo acrescido de 5 L de
anexina V-FITC e 5 pL de IP (50 pg/mL) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA). A amostra foi
homogeneizada e incubada por 15 minutos em temperatura ambiente. Foram adicionados 200 pL de
solugdo tampéo de anexina V para uma concentracdo final de 5x10° células/mL. Um total de 10.000
eventos foi coletado para cada amostra e para o controle negativo. Apds, os dados foram arquivados para
posterior avaliagdo pelo software FACSDiva V6,2 (Becton Dickinson Company, San Jose, EUA). As
amostras foram analisadas de acordo com Cho et al. [15] e classificadas em células vidveis (anexina V e
IP negativos), em apoptose precoce (anexina V positiva e IP negativo), em apoptose tardia (anexina V e
IP positivos) e necréticas (anexina V negativa e IP positivo).

Anélise do Cariotipo

Amostras de ambos os grupos foram submetidas a analise do cari6tipo em terceira ou quarta
passagens utilizando-se 0 método de sincronizacdo do ciclo celular com metotrexato/timidina. Para
verificar qualquer alteracdo cromossdmica apés o tratamento das células, foi procedida a analise do
cariétipo de amostras dos grupos de ambas as origens teciduais, realizada no dia 08 (para CTM-TA) e no
dia 11 (para CTM-MO) pos-irradiagdo. As garrafas com as células em cultivo foram observadas em
microscépio invertido (Axiovert Zeiss 40C, Zeiss, Thornwood, EUA) a fim de acompanhar seu
crescimento. As culturas foram acrescidos 50 pL de metotrexato (farméacia de manipulagio), cobertas
com papel aluminio e mantidas durante 16 horas em estufa a 37°C. Apds, foram acrescentados 50 pL de
5-monofosfato de timidina (United States Biochemical Corporation, Cleveland, EUA) e mantidas durante
3,5 horas a 37°C. Em seguida, 100 pL de colchicina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) foram acrescidos
a cultura e, ap6s 4 horas, as amostras foram ressuspensas com 2 mL de tripsina (Invitrogen, Sdo Paulo,
Brasil), centrifugadas a 340 G durante 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. Foram acrescentados 5
mL de cloreto de potéssio as amostras e mantidas durante 20 minutos a 37°C. A hipotoniza¢do com o
cloreto de potassio foi interrompida com 1 mL de metanol (3:1 em &cido acético glacial 100%) (Merck,
Darmstadt, Alemanha). As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas novamente a 340 G durante 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e foram colocados 5 mL da mesma solugdo de metanol.
Procedeu-se nova centrifugacdo (340 G por 5 minutos) e o sobrenadante foi descartado parcialmente,
mantendo 1 mL no tubo. Em seguida, as amostras foram gotejadas em laminas, secas e coradas com
coloracdo de Giemsa (Merck, Darmstadt, Alemanha). As laminas foram entdo observadas em
microscopio optico e foram analisadas em média 12 metafases para cada amostra.
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Andlise dos Resultados

Os resultados de ambos 0s grupos foram analisados por estatistica descritiva para as variaveis de
dias de cultivo priméario e primeira passagem, para as diferenciacBes adipogénica, condrogénica e
osteogénica, para a imunofenotipagem e para o cariotipo.

Para a andlise da viabilidade, inicialmente a distribui¢do das variaveis-resposta foi analisada. Devido
a presenca de graus variados de assimetria e desvios de um padrdo Gaussiano de distribuicdo, o teste de
Kruskal-Wallis [16] foi utilizado para comparar cada varidvel-resposta entre os tecidos. A analise
estatistica foi realizada com o procedimento PROC NPARIWAY [17] e a significancia estatistica foi
definida como p < 0.05.

RESULTADOS
Diferenciacfes Adipogénica, Condrogénica e Osteogénica

As diferenciagdes nas linhagens condrogénica, adipogénica e osteogénica foram registradas e
encontram-se ilustradas nas Fig. 1 e 2. Na diferenciagdo adipogénica, as CTM-TA e CTM-MO
apresentaram depositos lipidicos intracitoplasméticos corados com oil red apos 14 dias de cultivo. Na
diferenciacdo osteogénica dos grupos, a coloracdo de alizarin red demonstrou extensos depésitos de
calcio nos cultivos ap6s 21 dias. J& na diferenciagdo condrogénica, as colora¢Ges de alcian blue e azul de
toluidina revelaram depdésitos de matriz cartilaginosa apds 21 dias de cultivo das CTM de ambos o0s
tecidos. Visivelmente, as CTM-TA tiveram uma diferenciacdo condrogénica muito mais intensa do que as
CTM-MO.
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Azul de
toluidina

Fig. (2). Diferenciagdo adipogénica, osteogénica e condrogénica das CTM-MO e seus respectivos controles. (A) CTM-
MO mantidas em meio de diferenciacdo adipogénica; (C) CTM-MO mantidas em meio de diferenciacdo osteogénica; (E, G, I)
CTM-MO mantidas em meio de diferenciacéo condrogénica; (B, D, F, H, J) CTM-MO mantidas em meio DMEM, SFB, antibiético
e antimicético; (A, B) Coloracéo de oil red; (C, D) coloracéo de alizarin red; (E, F) coloragdo de alcian blue; (G, H) coloracéo de
azul de toluidina; (1, J) coloragdo de hematoxilina-eosina.
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Imunofenotipagem

As andlises da citometria de fluxo encontram-se ilustradas na Fig. 3 e as medianas da porcentagem
de expresséo dos marcadores de superficie CD34, CD45, CD44, CD90 e CD105, bem como seus valores
minimos e maximos, encontram-se descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Imunofenotipagem das CTM-TA e CTM-MO analisada pela técnica de citometria de

fluxo.
Marcador Variavel CTM-TA CTM-MO

Mediana 0,21 1,33

CD34 Minimo 0,08 0,53
Maximo 0,80 2,15
Mediana 1,02 3,30

CD45 Minimo 0,72 0,10
Maximo 2,14 7,59
Mediana 99,66 97,59

CD44 Minimo 96,25 67,98
Maximo 99,86 99,76
Mediana 95,422 52,51

CD90 Minimo 83,81 8,49
Maximo 98,10 79,32
Mediana 1,86 2,43

CD105 Minimo 1,06 2,22
Maximo 2,27 7,08

Os resultados estdo representados como medianas, minimo e maximo da porcentagem de expressao dos marcadores de
superficie analisados. ° P<0,05.

Analise da Apoptose Celular com Anexina V e lodeto de Propidio

A viabilidade das CTM-TA e CTM-MO apresentam-se ilustradas na Fig. 4 e foi semelhante entre os
grupos, como demonstrado nos dados da Tabela 2.

CTM-TA CTM-MO
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Fig. (4). Expressdo de anexina V e iodeto de propidio das CTM-TA e CTM-MO. Dot plot resultante
da citometria de fluxo, demonstrando as populagoes de células viaveis (quadrante inferior esquerdo), em
apoptose precoce (quadrante inferior direito), em apoptose tardia (quadrante superior esquerdo) e

necroticas (quadrante superior direito).
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Tabela 2. Analise da apoptose das CTM-TA e CTM-MO. Mediana (%) da viabilidade das CTM-TA e
CTM-MO realizada por citometria de fluxo com as sondas anexina V (An+ representa marcagdo positiva
e An- marcacdo negativa para anexina V) e iodeto de propidio (IP+ representa marcacdo positiva e IP-
marcacdo negativa para iodeto de propidio)

Categoria Variavel CTM-TA CTM-MO
Vidveis (an V Me{diana 96,50 96,50
—elIP-) M|,n|.mo 90,80 76,50
Méaximo 98,20 97,70
Apoptose Mediana 2,60 0,90
precoce (an V Minimo 0,80 0,60
+elP-) Maximo 5,70 4,20
Apoptose Mediana 0,50 1,10
tardia (an V + Minimo 0,20 0,50
elP+) Méaximo 2,90 13,20
Necrose (an V Me{diana 0,50 2,20
—elP4) M|’n|_mo 0,40 0,70
Méaximo 0,70 6,20

Anélise do Cariotipo

As amostras de CTM-TA e CTM-MO analisadas apresentaram cariétipo diploide normal para a
espécie (2n=78, XX ou XY) e ndo foram encontradas alteragGes estruturais cromossomicas (Fig. 5).
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Fig. (5). Cari6tipo normal das CTM-TA (A) e CTM-MO (B).

DISCUSSAO

Devido as CTM néo possuirem um marcador especifico para sua identificagdo, os critérios utilizados
para sua caracterizacdo sdo a aderéncia ao plastico apds isolamento, a expressdo de marcadores de
superficie de linhagem mesenquimal e seu potencial de diferenciacdo em osteoblastos, adipdcitos e
condrdcitos in vitro [18]. Desta forma, o presente trabalho avalia a viabilidade e o caridtipo das CTM-TA
e CTM-MO caninas, que sdo importantes para terapias onde estas células serdo transplantadas. Além
disso, descreve as caracteristicas multipotenciais pelas diferenciacGes adipogénica, osteogénica e
condrogénica e de imunofenotipagem pelos marcadores de superficie.

As amostras de tecido adiposo e da medula éssea foram facilmente coletadas e os protocolos para
isolamento e expanséo das CTM-TA e CTM-MO foram eficientes e reprodutiveis, sendo necessarios, em
média, 16 e 10 dias, respectivamente, para expansdo das células no cultivo primario e 7 e 4 dias em
primeira passagem. Estes ndmeros foram semelhantes aos relatados na literatura, a qual cita que os
cultivos priméarios de CTM suinas e humanas geralmente sdo mantidos por 10 a 16 dias até que atinjam
confluéncia [2,3]. Elas apresentaram morfologia fibroblastoide e aderéncia ao plastico quando em cultivo,
assim como em outros estudos [2,19,20,21,22,23,24,25,26,27]. De Ugarte et al. [28] sugerem que ha
poucas diferencas entre as CTM-TA e CTM-MO em termos de cinética de crescimento, senescéncia das
células, capacidade de diferenciacdo multilinhagens e eficiéncia de transducdo de genes. No estudo de
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Bosch et al. [19], a morfologia, o perfil de antigenos de superficie e as caracteristicas pluripotenciais
forneceram evidéncias convincentes para afirmar que os cultivos eram constituidos de CTM-MO suinas.

Para demonstracdo das caracteristicas multipotenciais das CTM-TA e CTM-MO, estas foram
induzidas in vitro a se diferenciar nas linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica. Tais
diferenciacdes ja foram demonstradas em CTM provenientes de diversos tecidos de cdes, como veia
umbilical [29], medula 6ssea [5,20,23,24,25,26,27,30,31,32,33,34,35,36,37], tecido adiposo
[5,21,22,25,35,37,38,39,40,41,42,43,44], sangue periférico [45], sangue do corddo umbilical [30], derme
[37], polpa dentéria [46], figado fetal e saco vitelino [36].

Os cultivos de CTM-MO sdo heterogéneos e contém populagdes de células pré-osteoblasticas e pré-
adipociticas, além das CTM multipotentes, o que pode ser um fator determinante no resultado das
diferenciagdes in vitro [47].

De acordo com Nbaheen et al. [47], populagdes de CTM humanas obtidas de variados tipos
celulares apresentam diferencas significativas em sua proliferacdo, diferenciagéo e fen6tipo molecular, as
quais devem ser levadas em conta no planejamento de seu uso em protocolos clinicos. Da mesma forma,
algumas diferencas foram detectadas no presente estudo, principalmente na diferenciagéo e expressao dos
antigenos de superficie.

Na imunofenotipagem, tanto as CTM-TA quanto as CTM-MO apresentaram alta expressdo de CD44
e expressdo negativa de CD34, CD45 e CD105. No entanto, 0 CD90 teve alta expressdo nas CTM-TA e
expressdo moderada nas CTM-MO. Estes resultados diferem de Ock et al. [37], no qual as CTM-MO e as
CTM derivadas da derme canina ndo expressaram CD45, enquanto que as CTM-TA tiveram baixa
expressdo. J& para o CD90 e CD105, as CTM das trés fontes tiveram igualmente expressdo positiva. No
entanto, o método de avaliacdo foi qualitativo, visto que foi realizada pela técnica de imunofluorescéncia.
Esta técnica também foi utilizada em outro trabalho, onde as CTM-MO expressaram CD90 e CD105 e
ndo expressaram CD34 e CD45 [20]. Outro estudo demonstrou, por citometria de fluxo, que as CTM-TA
ndo expressaram CD34 e CD45 e apresentaram marcagao positiva para CD44 e CD90, porém este Gltimo
em porcentagem mais baixa que em nosso estudo (25%) [38] e no de Kim et al. [48]. Nossos resultados
sdo semelhantes aos de Lee et al. [21], onde as CTM-TA apresentaram marcacdo positiva para CD44
(98,2%) e CD90 (89,6%) e negatividade para CD34. Em outros estudos, as CTM-TA tiveram expressao
negativa para CD34 e CD45 e positiva para CD44, CD90 [41,44] e CD105 [49]. Em outro estudo com
CTM-MO, a expressdo do CD44 foi positiva enquanto que do CD90 e do CD45 foi negativa [36].

Cheng et al. [1] afirma que as CTM-TA humanas devem expressar CD44, CD90 e CD105 e néo
expressar 0os marcadores das linhagens hematopoiética e endotelial CD31, CD34 e CD45. Porém, em
cultivos primarios de CTM-TA caninas, Oh et al. [22] verificaram somente 6% de positividade para o
marcador CD105 e sua expressao foi negativa nos estudos de Kim et al. [48], Kiefer et al. [41], Vieira et
al. [50] e Lee et al. [21], assim como em nosso estudo. No estudo de Lee et al. [21], o CD105 foi
negativo em passagens mais tardias, demonstrando que os marcadores de CTM (CD90 e CD105)
diminuiram sua expressdao ao aumentar o tempo de cultivo. Outros autores também verificaram
diminuicdo da expressdao de CD90 e CD105 ao longo das passagens, pela técnica de RT-PCR [51]. Em
um estudo de CTM derivadas da polpa dentaria de cdes, houve expressdo negativa para CD45 e CD105,
como em nosso estudo, e baixa expressdo positiva para CD90 (3,6%) [46].

A apoptose celular foi medida pela anexina V, uma proteina com afinidade por fosfolipidios na
superficie da membrana plasmatica, que sofre translocagdo no inicio da apoptose [8,52]. Ap6s a perda da
integridade da membrana, em uma fase mais avangada da apoptose, o IP pode adentrar a célula e se
integrar ao DNA [53].

A anélise da apoptose obtida em nosso estudo, por meio da marcagdo com anexina e IP, revelou que
tanto as CTM-TA quanto as CTM-MO apresentaram alta viabilidade e ndo diferiram entre si. No estudo
de Carvalho et al. [52], as CTM-MO murinas apresentaram viabilidade discretamente mais baixa
(85,52%). J& as CTM-TA humanas apresentaram viabilidade de 94,03% [7], 98,8% [53] e
aproximadamente 87% [54] em outros estudos.

Apesar de terem boa viabilidade in vitro, ainda existem muitas questdes a serem esclarecidas a
respeito das CTM-TA, como quais os fatores que influenciam em sua atividade, como 0s processos de
proliferacdo e diferenciagdo podem ser controlados in vitro e in vivo, além da padronizagdo de técnicas
para monitorar e garantir a qualidade das CTM antes de sua aplicacdo [1]. Estas questbes também se
estendem as CTM de outras origens teciduais.

A estabilidade cromossémica € um fator critico para determinar a seguranca e qualidade das células-
tronco [37]. A cariotipagem é suficiente para identificar alguma alteracdo estrutural ou numérica dos
cromossomos se uma grande area do DNA é afetada [11] e € um indicador confiavel para avaliar a
estabilidade genética ou transformacdo in vitro das CTM cultivadas [55]. Assim, realizamos a andlise do
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cariétipo nas CTM de ambas as origens teciduais em nosso estudo, ndo encontrando nenhuma alteracéo
estrutural ou numérica de cromossomos.

As CTM da matriz do corddo umbilical de cdes também mostraram cari6tipo normal apés maltiplas
passagens [21]. Em outro estudo, as CTM da matriz do corddo e da membrana amniédtica caninas ndo
apresentaram alteragdes cariotipicas, indicando que a idade gestacional ndo afeta a estabilidade dos
cromossomos durante as primeiras passagens [56]. Ainda, nas células progenitoras mesenquimais de
membrana amniotica, medula dssea e figado fetal de cdes também ndo ocorreram alteragdes nos
cromossomos analisados em sexta passagem [36]. Em passagens precoces e tardias, as CTM-TA
mantiveram um caridtipo diploide com 78 cromossomos [50].

J& no estudo de Ock et al. [37], as CTM-TA, CTM-MO e CTM da pele apresentaram ploidia acima
de 90%, com as CTM-TA (91%) apresentando menor indice que as CTM-MO (99,3%) e CTM da pele
(99,2%). Ndo houve a ocorréncia de CTM haploides nesse estudo, mas sim altas taxas de tetraploides,
principalmente das CTM-TA (CTM-TA 9%, CTM-MO 0,7% e CTM da pele 0,8%) [37].

Com tais resultados, percebe-se a complexidade dos cultivos de CTM, a necessidade de avaliar as
técnicas de isolamento de tais células e de identificar novos marcadores celulares especificos. Além disso,
é necessaria maior informacdo a respeito da eficicia terapéutica e dos mecanismos de incorporagdo,
migracdo e diferenciacdo in vivo das CTM [2].

Devido aos efeitos das CTM na reparacéo e regeneracao teciduais demonstrados em animais, varios
estudos clinicos baseados no transplante das CTM estdo sendo realizados. No entanto, as consequéncias
da alteracdo das propriedades de tais células ex vivo continuam causando preocupacdo [57]. Neste
sentido, nosso trabalho traz importantes informagdes, como a alta viabilidade celular e a seguranca de seu
uso para transplante na espécie canina, porém uma limitacdo do atual trabalho é que foi realizado em
passagens precoces, sendo necessarios mais estudos para investigar se tais aspectos apresentam
modificagbes em passagens mais tardias, visando futuro implementacdo de bancos de CTM.

CONCLUSAO

As CTM-TA e CTM-MO de cdes apresentaram as caracteristicas in vitro de células-tronco
mesenquimais, ou seja, apresentaram morfologia fibroblastoide com aderéncia ao plastico, expressaram
marcadores de superficie de células mesenquimais e diferenciaram-se nas linhagens adipogénica,
condrogénica e osteogénica.

Quanto a viabilidade, ambas as origens de CTM apresentaram alta viabilidade e ndo tiveram
diferengas entre as fontes.

Além disso, as células de ambas as origens teciduais apresentaram cariotipagem normal, sem
alteragGes numéricas ou estruturais de cromossomos.

Portanto, as CTM-TA e CTM-MO de cdes constituem fontes adequadas e seguras para obtencdo das
células para um futuro transplante.
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GRAPHICAL ABSTRACT

O trabalho verifica o cariétipo e a apoptose celular das CTM-TA e CTM-MO caninas, comparando-
as quanto ao indice de viabilidade.
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Trabalho a ser enviado para a revista “Journal of Photochemistry and

Photobiology. B: Biology”.

Auséncia de efeitos bioldgicos do laser de baixa poténcia
sobre as células-tronco mesenquimais do tecido adiposo e da

medula 6ssea de caes (Canis lupus familiaris)

RESUMO

O laser de baixa poténcia (LBP) é muito utilizado em diferentes ramos da
medicina regenerativa e odontologia, onde é aplicado para melhorar o processo de
cura e é benéfico em uma variedade de processos patoldgicos, no qual pode aumentar
a taxa de proliferacdo de varias linhagens celulares. No entanto, poucos sdo 0s
trabalhos que avaliaram os efeitos do LBP em células-tronco mesenquimais (CTM)
caninas. Desta forma, os objetivos do presente trabalho séo: (1) estudar o efeito do
laser de baixa poténcia fosfeto de indio-galio-aluminio com comprimento de onda de
658 nm e nas densidades de 1,1 e 8,7 Jlcm? sobre o cultivo das CTM caninas
derivadas do tecido adiposo (CTM-TA) e da medula 6ssea (CTM-MO) quanto a
proliferacé@o e a viabilidade celular por meio do método de exclusdo do azul de tripano,
andlise da apoptose celular com iodeto de propidio e anexina V e ensaio de unidades
formadoras de colbnias; (2) verificar a imunogenicidade das CTM-TA e CTM-MO de
caes, irradiadas e néo irradiadas com o laser de baixa poténcia, por meio da
expressao do complexo de histocompatibilidade principal de classe Il (MHC-II) e (3)
avaliar o cariétipo das CTM irradiadas e néo irradiadas a fim de comprovar a auséncia
de alteragdes cromossdmicas com a utilizacdo do LBP. O estudo revelou que o LBP
nao alterou a viabilidade e a proliferacdo celular, a expressdo de MHC-II e o cari6tipo
das amostras de CTM-TA e CTM-MO irradiadas e nao-irradiadas, apresentando
parametros semelhantes entre os grupos. Desta forma, pode-se concluir que o LBP
nao causa efeitos biolégicos as CTM-TA e CTM-MO caninas nas dosagens utilizadas
de 1,1 e 8,7 J/cm?. Portanto, outras dosagens devem ser investigadas para estimular a
proliferacdo das CTM caninas sem causar alteragdes celulares deletérias.
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proliferacéo celular.

1. Introducéo

A terapia com as células-tronco mesenquimais (CTM) é um procedimento
promissor para o tratamento de diversos tipos de doengas degenerativas [1]. Alguns
estudos demonstraram que as CTM do tecido adiposo (CTM-TA) tiveram maior
capacidade multipotencial que outros tecidos, como a medula 6éssea e o0 sangue do
corddo umbilical [2]. Elas sdo morfologicamente semelhantes as CTM da medula
0ssea (CTM-MO) ou de outro tecido apdés serem cultivadas in vitro. No entanto, as
CTM-MO ou células estromais multipotentes séo as células-tronco adultas que foram
melhor caracterizadas até hoje [3].

A fototerapia com laser de baixa poténcia (LBP) a nivel celular tem sido alvo de
varios estudos ao longo dos anos [4]. A laserterapia pode ser definida como o uso de
fontes de LBP e de diodos superluminosos para o tratamento de condicbes médicas
[5]. E uma onda continua ou luz pulsada que consiste em um feixe constante de
relativamente baixa energia (0,04 a 50 J/cm?), o qual é direcionado ao tecido alvo ou
células em monocamada usando poténcias medidas em miliwatts. Um estudo sugere
que densidades de 0,5 J/cm? a 4 J/cm? e um espectro de 600 a 700 nm sdo muito
Uteis no aumento da proliferacdo de varias linhagens celulares [6].

O laser € uma forma de radiagéo eletromagnética no espectro visivel ou proximo a
ele [5] e surgiu de pesquisas de Einstein em 1917 nos principios fisicos de emissao de
luz estimulada [7]. Os principios necessarios ao desenvolvimento do raio laser (“light
amplification by stimulated emission of radiation” ou amplificagdo de luz por emissao
estimulada de radiacao) surgiram no inicio do século 20 e, desde entdo, grande parte
do progresso nha tecnologia do laser seguiu a pesquisa de armas ou aplicacbes
comerciais nos setores de comunicacao e da industria. Apés o término da guerra fria,
os fabricantes de laser, antes dedicados a aplicagBes militares, tomaram iniciativas
para o avanco da tecnologia do laser na area médica [8].

O mecanismo basico de acdo do LBP é a absorcdo da luz no tecido irradiado por
biomoléculas conhecidas como cromoforos, tipicamente encontrados dentro das
mitocdndrias. A energia luminosa é transformada em energia bioquimica e entdo ha
uma série de reac¢des secundarias que resultam na modulagéo de funcdes celulares e

o estimulo de mecanismos de reparacdo tecidual. Portanto, a absor¢cdo da luz é a
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chave para a efetividade da laserterapia. [5]. Com a absor¢éo da irradiacéo, ativa-se o
transporte de elétrons na cadeia respiratéria e a ocorréncia do processo de oxidacao,
levando a mudancas no estado redox tanto da mitocondria, quanto do citoplasma, o
gque pode afetar a permeabilidade de membrana e determinar mudancgas na proporcao
Na*/H*, aumentando os niveis de Na*, na atividade da K*/ATPase e interferindo no
fluxo de ions calcio, envolvido na producdo de nucleotideos, os quais modulam a
sintese de DNA e RNA e, finalmente, a proliferacao celular [9].

Ja foi mostrado que o LBP pode aumentar a taxa de proliferacdo de varias
linhagens celulares em cultura [4,6]. Além disso, o LBP é muito utilizado em diferentes
ramos da medicina regenerativa e odontologia, onde é aplicado para melhorar o
processo de cura. Ele é benéfico em uma variedade de processos patologicos,
incluindo alivio da dor e inflamacéo, e pode contribuir para a normalizacdo da funcao
hormonal anormal, estimulacdo da liberacdo de endorfinas, modulagdo do sistema
imune, aumento da microcirculacdo, melhora na oxigenacado, nutricdo e regeneracao
celular [6].

O LBP pode prevenir a apoptose celular e melhorar a proliferacdo, migracéo e
adesao celular a niveis baixos de iluminagdo com luz vermelha ou préximo a
infravermelha [6]. Além disso, causa aumento do pH intracelular, que esta associado a
supressdo da apoptose e ao controle da taxa de progresséao celular [4]. CTM-TA
humanas ja foram irradiadas com laser de diodo a um comprimento de onda de 635
nm e densidade de energia de 5 J/cm?. Foi verificado aumento na proliferacdo das
células irradiadas, em compara¢cdo com o grupo controle [6]. J& em outro estudo, as
CTM-MO de camundongos ndo apresentaram diferencas quanto a proliferacdo e a
diferenciagéo celular em osteoblastos e osteoclastos com o uso do LBP de 808 nm e
densidade de energia de 4 J/cm? [10].

Foi relatado que o laser de arseneto de gélio com comprimento de onda de 804
nm aumentou a proliferacdo de CTM e cardiomiocitos, sem efeitos adversos nas
células e ndo causou nenhuma mudanga histopatolégica nas células-satélite
miogénicas em cultivo. Deste modo, as densidades de energia de 1 e 3 J/cm?
empregadas neste estudo podem ser utilizadas com seguranca para a irradiacdo das
células in vitro [11].

Apesar de varios estudos demonstrarem efeitos bioestimulatérios do laser, como o
aumento da proliferacdo e a supressao da apoptose celulares [6], poucos sdo 0s
trabalhos que avaliaram os efeitos do LBP em CTM caninas [12,13]. Desta forma, os
objetivos do presente trabalho sdo: (1) estudar o efeito do laser de baixa poténcia

fosfeto de indio-galio-aluminio (InGaAlP) com comprimento de onda de 658 nm nas
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densidades de 1,1 e 8,7 J/cm? sobre o cultivo das CTM-MO e das CTM-TA caninas
guanto a sua proliferacdo e a viabilidade por meio do método de exclusao do azul de
tripano, analise da apoptose celular com iodeto de propidio (IP) e anexina V e ensaio
de unidades formadoras de colbnias; (2) verificar a imunogenicidade das CTM
irradiadas e nao irradiadas por meio da expressdo do complexo de
histocompatibilidade principal de classe Il (MHC-II) e (3) avaliar o cariétipo das CTM
irradiadas e ndo irradiadas a fim de comprovar a auséncia de alteracbes

cromossdmicas com a utilizacdo do LBP.

2. Materiais e Métodos

2.1. Etica no uso de animais

Todas as etapas do estudo foram conduzidas de acordo com 0s principios éticos
na experimentacdo animal e foram aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual Paulista (UNESP) — Botucatu (protocolo n.94/2013).

2.2. Grupos experimentais

Foram utilizadas um total de 10 amostras para o estudo, sendo cinco amostras de
tecido adiposo, provindas de cées adultos submetidos a cirurgias eletivas, e cinco
amostras de medula 0ssea coletadas da tuberosidade maior do imero de cées adultos
higidos.

A fim de comprovar sua higidez, os animais foram submetidos a colheita de
amostra para 0s seguintes exames laboratoriais:

- sangue total em EDTA para realizacdo de hemograma com contagem de
plaguetas;

- soro sanguineo para determinacdo da atividade da alanina aminotransferase,
fosfatase alcalina, gama-glutamiltransferase, proteina total, albumina, globulinas,

creatinina e ureia.

De cada fonte de CTM, as amostras foram divididas em 3 grupos:

Grupo 1: células irradiadas com 1,1 J/cm? a cada 24 horas durante 7 dias;

Grupo 2: células irradiadas com 8,7 J/cm? a cada 24 horas durante 7 dias;

Grupo 3: células ndo irradiadas e submetidas as mesmas condi¢cdes ambientais

dos grupos anteriores (grupo controle).
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2.3. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi desenvolvido de acordo com o esquema da

Figura 6.
Cultivo primario
|
[ [ [
Primeira passagem Primeira passagem Primeira passagem
Células irradiadas: 1,1J/cm? Células irradiadas: 8,7J/cm? Células néo irradiadas
Diferenciagdes Diferenciagdes Diferencia¢des
Imunofenotipagem Imunofenotipagem Imunofenotipagem
Anélise azul de tripano Andlise azul de tripano Andlise azul de tripano
Anexina V / IP Anexina V/IP Anexina V /IP
MHC classe Il MHC classe Il MHC classe Il
Unid. formadora de Unid. formadora de Unid. formadora de
colénia colénia colénia
Cariotipo Caridtipo Cari6tipo
(segunda passagem) (segunda passagem) (segunda passagem)

Fig. 6. Delineamento experimental realizado em cada fonte de CTM.

Com outra garrafa do cultivo primario, foi realizada a caracterizacao das células
pela diferenciacdo adipogénica, osteogénica e condrogénica na terceira passagem,
bem como a imunofenotipagem com os marcadores de superficie CD34, CD45, CD44,
CD90 e CD105 por meio da técnica de citometria de fluxo, também em terceira

passagem.

2.4. Colheita das amostras e isolamento das CTM

2.4.1. CTM derivadas do tecido adiposo

Aproximadamente 4 ml de tecido adiposo foi coletado e armazenado em tubo
conico de 50 ml, estéril, contendo Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (Invitrogen,
Sao Paulo, Brasil), ficando completamente submerso.

Para isolar as CTM-TA, o tecido adiposo foi dissecado em pequenos fragmentos
(1-2 mm?3), lavado com HBSS e digerido com colagenase tipo 1 a 0,04% (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, EUA). O tubo com o tecido fragmentado foi mantido em banho-

maria a 37°C e agitado a cada 10 minutos durante aproximadamente 30 minutos.
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Posteriormente, foi realizada neutralizagdo da enzima com o meio de cultivo contendo
90% de Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) alta glicose, 10% de soro fetal
bovino (SFB), 1% de penicilina/estreptomicina (10000 U/mL) (Invitrogen, S&o Paulo,
Brasil), 0,005% de amicacina (250 mg/mL) (Novafarma, Anapolis, Brasil) e 1,2% de
anfotericina B (3 pg/mL) (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil). O material foi filtrado com filtro
de 70 um, centrifugado a 340G por 10 minutos, o sobrenadante foi aspirado e
acrescido do meio de cultivo e homogeneizado para centrifugacdo subsequente.
Novamente removeu-se 0 sobrenadante e adicionou-se 0 meio de cultivo previamente
descrito. As células foram contadas em camara de Neubauer pela técnica de exclusao
do azul de tripano (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil), totalizando uma média de 3,325 x
10° células, divididas em duas garrafas de 25 cm? contendo 4 mL de meio e cultivadas

sob as condi¢Bes descritas posteriormente.

2.4.2. CTM derivadas da medula 6ssea

Os caes foram submetidos a medicacdo pré-anestésica com morfina (Cristalia,
Séo Paulo, Brasil) na dose de 0,5 mg/kg por via intramuscular, inducdo com propofol
(Cristalia, S&o Paulo, Brasil) em dose maxima de 5 mg/kg intravenosa e manutengao
com isoflurano (Cristélia, Sdo Paulo, Brasil) diluido em oxigénio a 100%. O animal foi
monitorado por monitor multiparamétrico (eletrocardiograma, oximetria de pulso,
capnografia e pressao nao-invasiva).

ApOs a tricotomia e antissepsia da porgéo cranial proximal do membro toracico, na
regido correspondente a tuberosidade maior do Umero, foi introduzida a agulha de
puncdo de medula 6ssea heparinizada e, uma vez bem fixa a agulha no Umero, o
mandril foi retirado e procedeu-se a aspiracdo das células da medula 6ssea com
auxilio de uma seringa de 20mL contendo 1mL de heparina a 1000 Ul/mL (Cristalia,
Séo Paulo, Brasil).

Em seguida, as amostras da medula foram filtradas em fluxo laminar, com o
auxilio de um equipo de transfusdo, a fim de remover os coagulos que poderiam estar
presentes. Entdo, o material foi centrifugado a 340G por 10 minutos, sendo o
sobrenadante (plasma e gordura) descartado e o material remanescente reservado.
Ao material remanescente foi adicionado DMEM alta glicose (Invitrogen, Sdo Paulo,
Brasil) na proporgdo 1:1. Posteriormente, essa mistura foi adicionada lentamente a
4mL de uma solucéo de polisucrose e diatrizoato de sédio com densidade de 1.077 +
0.001 g/mL (Histopaque®-1077) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) e, em seguida,
procedida uma nova centrifugacao a 340G por 40 minutos para a obtencdo da camada

de células mononucleares, onde estdo presentes as CTM. A camada de células



44

mononucleares resultante da centrifugacdo foi aspirada cautelosamente e
acondicionada em um novo tubo, no qual foi acrescido o meio DMEM alta glicose na
propor¢cdo 1:1. Em seguida, foi realizada uma centrifugacédo a 340G por 10 minutos
para a remoc¢do do Histopaque®1077 remanescente. O pellet de células resultantes
foi ressuspenso com o meio DMEM alta glicose (1 mL) e submetido a uma nova
centrifugacdo a 340G por 10 minutos. ApGs essa centrifugacdo o sobrenadante foi
descartado e ao novo pellet formado foi acrescido 2 mL do meio contendo 90% de
DMEM alta glicose, 10% de SFB, 1% de penicilina/estreptomicina (10000 U/mL),
0,005% de amicacina (250 mg/mL) e 1,2% de anfotericina B (3 ug/mL). As células
foram contadas em camara de Neubauer pela técnica de exclusdo do azul de tripano,
totalizando uma média de 22,20 x 10° células, divididas em duas garrafas de 25 cm?

contendo 4 mL de meio e cultivadas sob as condi¢cdes descritas posteriormente.

2.5. Cultivo das CTM

As garrafas foram identificadas e incubadas em estufa a 37°C em atmosfera
Umida contendo 95% de ar e 5% CO.. ApOs as primeiras 48 horas sem manipulacao,
para que houvesse a adesao celular, o meio dos cultivos foi trocado e as células ndo
aderidas foram descartadas. Apd6s esse periodo, as garrafas foram monitoradas
periodicamente e 0 meio de cultura foi trocado a cada 3 a 4 dias. A passagem das
CTM foi realizada quando se atingiu uma confluéncia de aproximadamente 80 a 90%.
Para isso, foi realizada a tripsiniza¢éo. Para tal procedimento, o meio de cultivo das
garrafas foi descartado, estas foram lavadas com HBSS aquecido a 37°C e acrescidas
de 2 mL uma solucdo de tripsina a 0,25% (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) a 37°C. As
garrafas foram levadas a estufa por 7 minutos para que as células se destacassem da
garrafa. Com as células em suspensao, foi adicionado 1 ml de meio de cultivo com
90% de DMEM alta glicose, 10% de SFB, 1% de penicilina/estreptomicina (10000
U/mL), 0,005% de amicacina (250 mg/mL) e 1,2% de anfotericina B (3 pg/mL) para
blogueio da acéo da tripsina. Em seguida, procedeu-se a centrifugacdo a 340G por 10
minutos para a remocéo da tripsina. O novo pellet formado foi ressuspenso em meio
de cultivo, centrifugado novamente e ressuspenso em meio. O conteldo de uma
garrafa do cultivo primario foi dividido para expansao e posterior realizacao dos testes
de diferenciacao, viabilidade e imunofenotipagem por citometria de fluxo. O tempo de

cultivo primério e de primeira passagem foram registrados em nimero de dias.



45

2.6. Diferenciacdes adipogénica, condrogénica e osteogénica

Para confirmacdo da linhagem mesenquimal, as células cultivadas foram
induzidas a se diferenciarem in vitro nas linhagens adipogénica, condrogénica e
osteogénica em terceira passagem. Para tanto, na segunda passagem, as amostras
foram tripsinizadas e acondicionadas em placas de 24 pocos para diferenciacédo
osteogénica e adipogénica. Para isso, foram utilizados os conjuntos de diferenciacao
Stempro Adipogenesis® e Stempro Osteogenesis® (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil),
seguindo-se as recomendactes do fabricante. Os meios de cultivo foram trocados a
cada 3 dias. A demonstracao da diferenciacéo adipogénica e osteogénica foi realizada
fixando-se o material com paraformaldeido a 4% (Becton Dickinson Company, San
Jose, EUA) e utilizando as coloracdes histolégicas de oil red e alizarin red (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, EUA) ap6s 14 e 21 dias, respectivamente. Para a diferenciacéo
condrogénica, um pellet de aproximadamente 2,0 x 10° células e 1,465 x 10° de CTM-
TA e CTM-MO, respectivamente, foi cultivado em um tubo Falcon de 15 mL em 3D,
sendo o meio de diferenciacdo Stempro Chondrogenesis® (Invitrogen, S&o Paulo,
Brasil) trocado a cada 3 dias, durante 21 dias. A demonstracdo da diferenciacao foi
realizada apés a fixagcdo com paraformaldeido a 4% e entdo pelo depésito de matriz
cartilaginosa pelas coloracdes histolégicas de alcian blue (pH 2,5) (Merck, Darmstadt,
Alemanha), azul de toluidina e hematoxilina-eosina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA)

a partir de laminas provenientes do pellet emblocado em parafina.

2.7. Imunofenotipagem

As amostras de CTM-TA e de CTM-MO foram submetidas & analise em citdmetro
de fluxo FACS Calibur (Becton Dickinson Company, San Jose, EUA) em segunda
passagem para avaliacdo da expressdo dos marcadores de superficie CD34 (mouse
anti-human CD34-FITC, Becton Dickinson Company, San Jose, EUA), CD45 (rat anti-
dog CD45, Abd Serotec, Raileigh, EUA), CD44 (rat anti-mouse CD44, Sigma-Aldrich,
Saint Louis, EUA), CD90 (mouse anti-human CD90-FITC, Becton Dickinson Company,
San Jose, EUA) e CD105 (mouse anti-human CD105, Abcam, Cambridge, EUA). Para
0s marcadores primarios ndo conjugados foram utilizados os anticorpos secundarios
goat anti-rat 1gG-FITC (Millipore, Temecula, EUA) e goat anti-mouse IgG-FITC (Abd
Serotec, Raileigh, EUA). Todos os anticorpos utilizados possuiam marcagdo com o
fluoréforo FITC. Controles positivos para os marcadores CD34 e CD45 foram

executados com o mesmo protocolo, previamente ao experimento, com amostras de
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sangue periférico da mesma espécie. Foi utilizado o protocolo padréo sugerido pelos
fabricantes de cada um dos anticorpos primarios e secundarios. As amostras em
segunda passagem foram tripsinizadas, lavadas em HBSS e contadas em camara de
Neubauer. Apds, foram filtradas em filtro de 70 um e distribuidas em tubos de
poliestireno de fundo redondo contendo aproximadamente 2 x 10° células e incubadas
com o anticorpo primario durante uma hora. Em seguida, foram incubadas com os
anticorpos secundarios por mais uma hora e entdo lavadas duas vezes com HBSS.
Para as amostras e seus respectivos controles, 20000 eventos foram coletados para
analise. Ap6s a andlise, os dados foram arquivados para posterior avaliacdo pelo
software Cell Quest Pro (Becton Dickinson Company, San Jose, EUA). Foram

utilizados controles isotipicos e secundéarios adequados as marcacdes realizadas.

2.8. Protocolos de irradiacdo com o laser de baixa poténcia

Os cultivos foram irradiados em segunda passagem com um aparelho de
laserterapia marca Laservet®, utilizando-se o laser vermelho de InGaAlP, com
comprimento de onda 658 nm e poténcia de 50 mW, no modo continuo. A afericdo da
poténcia foi realizada previamente ao experimento, resultando em uma poténcia real
de 54,4 mW. As densidades de energia pretendidas eram de 1 e 8 J/cm? e foram
calculadas de acordo com a poténcia do aparelho e o diametro do feixe (0,8 cm?).
Desta forma, 40 pontos com tempos de irradiacdo de 10s e 80s cada foram utilizados
para a garrafa de 25 cm?.

A irradiacdo foi realizada manualmente, com a caneta em contato com a
superficie inferior das garrafas. Para a realizacdo das sessdes, 0 meio de cultivo foi
substituido por HBSS e os cultivos foram protegidos da luz, envoltas em papel preto.

Desta maneira, as aplicagfes foram realizadas diariamente durante sete dias, nas
seguintes dosagens:

Grupo 1: células irradiadas com 1,1 J/cm?;

Grupo 2: células irradiadas com 8,7 J/cm?;

Grupo 3: células nao irradiadas e submetidas as mesmas condi¢cdes dos grupos

anteriores (grupo controle).

2.9. Citometria de fluxo
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2.9.1. Andlise da Apoptose celular com anexina V e iodeto de propidio

A tripsinizacdo das CTM-TA e CTM-MO foi realizada em segunda passagem, dos
grupos 1, 2 e 3 no dia 08 (para CTM-TA) e no dia 10 (para CTM-MO) apés inicio da
irradiacdo, sendo marcadas com anexina V e IP, incubadas e analisadas por citometria
de fluxo utilizando um citbmetro LSR Fortessa (Becton Dickinson Company, San Jose,
EUA). Para esta avaliacdo, foram utilizadas as sondas anexina V-FITC Kit de
apoptose (Becton Dickinson Company, San Jose, EUA) e IP (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, EUA), de acordo com as recomendac¢fes do laboratério. Assim, as amostras
foram diluidas em solucédo tampéao de anexina V (10 mM Hepes/NaOH — pH 7,4 — 140
mM NaCl, 2,5 mM CaCl,) a uma concentracdo de 1x10° células/mL. Um volume de
200 pL (concentragédo final de 2x10° células) desta amostra foi colocado em um tubo
de cultura de 5 mL e entdo acrescido de 5 pL de anexina V-FITC e 5 uL de IP (50
pg/mL) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA). A amostra foi homogeneizada e incubada
por 15 minutos em temperatura ambiente. Foram adicionados 200 uL de solugao
tampdo de anexina V para uma concentracdo final de 5x10° células/mL. Um total de
10.000 eventos foi coletado para cada amostra e para o controle negativo. Apés a
analise, os dados foram arquivados para posterior avaliacdo pelo software FACSDiva
V6,2 (Becton Dickinson Company, San Jose, EUA). Foram analisadas as populacdes
de células viaveis (IP e anexina negativos), em apoptose precoce (IP negativo,
anexina positiva), em apoptose tardia (IP e anexina positivos) e necroéticas (IP positivo

e anexina negativo) de ambos os tecidos, de acordo com Cho et al. [14].

2.9.2. Expressao do antigeno MHC de classe |l

A tripsinizacdo das CTM-TA e CTM-MO irradiadas e néo irradiadas foi realizada
em segunda passagem, sendo marcadas com MHC de classe Il, incubadas e
analisadas por citometria de fluxo utilizando um citbmetro LSR Fortessa (Becton
Dickinson Company, San Jose, EUA) nos grupos 1, 2 e 3 no dia 08 (para CTM-TA) e
no dia 11 (para CTM-MO). Para esta avaliacao, foi utilizado o MHC-II (Abd Serotec,
Raileigh, EUA) e o anticorpo secundario goat anti-mouse IgG-FITC (Abd Serotec,
Raileigh, EUA) de acordo com as recomendacgdes do laboratério. Um controle positivo
para o marcador foi realizado previamente ao experimento. Apds a tripsinizacdo, as
amostras foram filtradas em filtro de 70 um e distribuidas em tubos de poliestireno de
fundo redondo contendo aproximadamente 2 x 10° células e incubadas com o
anticorpo primario durante uma hora. Em seguida, foram incubadas com o anticorpo

secundario por mais uma hora e entdo lavadas duas vezes com HBSS. Para as
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amostras e seus respectivos controles, um total de 10.000 eventos foi coletado para a

amostra e o controle negativo.

2.10. Método de excluséo do azul de tripano

O método de exclusdo do azul de tripano foi utilizado para determinacdo da
viabilidade (porcentagem de células viaveis) e proliferacdo celular (contagem de
células totais) dos grupos 1, 2 e 3 no dia 08 (para CTM-TA) e no dia 11 (para CTM-
MO) apés inicio da irradiacdo. As células foram tripsinizadas de acordo com
procedimento previamente descrito. Desta solucdo de células, foi separada uma
aliquota de 25 pL em um eppendorf e adicionada a 25 pL de corante de azul de
tripano. A solucdo foi homogeneizada, adicionada ao hemocitdmetro com laminula e
preenchido por capilaridade. Ap6s 3 minutos, o hemocitbmetro foi observado sob
microscopia optica e foi contado o numero de células viaveis e ndo-viaveis dos quatro
guadrantes laterais para determinacdo da viabilidade e proliferagdo celular. O nimero
de células foi calculado por meio da seguinte formula:

Numero de células/mL= média numero de células/quadrante x fator de diluicdo x
10*

A viabilidade foi calculada pela porcentagem de células vidveis, por meio do

céalculo:

Viabilidade (%) = ......... células ndo coradas (viaveis) x 100

total de células (coradas + ndo coradas)

2.11. Ensaio de unidades formadoras de coldnia (UFC)

Para tal procedimento, foi realizada a contagem de células viaveis, dos grupos 1,
2 e 3, pelo método de exclusdo do azul de tripano e semeadas em triplicata em uma
placa de 6 pocos numa concentracdo de 50 células viaveis/cm?, ou seja, 450 células
por poco. Estas foram mantidas em meio com 80% de DMEM alta glicose, 20% de
soro fetal bovino, 1% de penicilina/estreptomicina (10000 U/mL), 0,005% de amicacina
(250 mg/mL) e 1,2% de anfotericina B (3 ug/mL) durante 7 dias. O meio de cultivo foi
trocado a cada 3 ou 4 dias. Apds o periodo determinado, no oitavo dia, o meio foi

retirado, os pocos foram lavados com HBSS e as células coradas com Cristal Violeta a
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3% em metanol durante 10 minutos. Apos, foram lavadas duas vezes com HBSS e
observadas sob microscopia éptica para contagem do numero de células e de
coldnias. Foram consideradas col6nias o conjunto de 20 células ou mais.

Ainda, foi calculada a eficiéncia de formacao de colénias por meio do calculo:

Eficiéncia= numero de colbnias x 100

numero de células semeadas

2.12. Analise do Caridtipo

Para verificar qualquer alteracdo cromossdmica apds o tratamento das células, foi
procedida a analise do cariétipo de amostras dos grupos 1, 2 e 3, em terceira ou
gquarta passagens, realizada no dia 08 (para CTM-TA) e no dia 11 (para CTM-MO)
pos-irradiacdo. As garrafas com as células em cultivo foram observadas em
microscopio invertido (Axiovert Zeiss 40C, Zeiss, Thornwood, EUA) a fim de
acompanhar seu crescimento. As culturas foram acrescidos 50 pL de metotrexato
(farméacia de manipulacéo), cobertas com papel aluminio e mantidas durante 16 horas
em estufa a 37°C. Apés, foram acrescentados 50 pL de 5-monofosfato de timidina
(United States Biochemical Corporation, Cleveland, EUA) e mantidas durante 3,5
horas a 37°C. Em seguida, 100 yL de colchicina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA)
foram acrescidos a cultura e, apds 4 horas, as amostras foram ressuspensas com 2
mL de tripsina (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil), centrifugadas a 340 G durante 5 minutos
e o0 sobrenadante foi descartado. Foram acrescentados 5 mL de cloreto de potassio as
amostras e mantidas durante 20 minutos a 37°C. A hipotoniza¢cdo com o cloreto de
potassio foi interrompida com 1 mL de metanol (3:1 em &cido acético glacial 100%)
(Merck, Darmstadt, Alemanha). As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas
novamente a 340 G durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e foram
adicionados 5 mL da mesma solu¢cdo de metanol. Procedeu-se nova centrifugacao
(340 G por 5 minutos) e o sobrenadante foi descartado parcialmente, mantendo 1 mL
no tubo. Em seguida, as amostras foram gotejadas em laminas, secas e coradas com
coloracdo de Giemsa (Merck, Darmstadt, Alemanha). As laminas foram ent&o
observadas em microscopio Optico e foram analisadas em média 10 metafases de
CTM-TA e 12 metafases de CTM-MO.
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2.13. Analise dos dados

Os resultados da caracterizacdo das células (diferenciacdes e fenotipagem) e do
caribtipo foram analisados por estatistica descritiva. Ja as andlises de ensaio de UFC
e sua eficiéncia, viabilidade e contagem total pelo método de exclusdo do azul de
tripano, analise da apoptose celular com anexina V e IP e expressdo de MHC-II foram
comparados entre os grupos dentro de cada tecido (1, 2 e 3).

Inicialmente, a distribuicdo das variaveis-resposta foi analisada. Devido a
presenca de graus variados de assimetria e desvios de um padrdo Gaussiano de
distribuicdo, o teste de Kruskal-Wallis [15] foi utilizado para comparar cada variavel-
resposta entre os tratamentos, dentro de cada tecido. A andlise estatistica foi realizada
com o procedimento PROC NPAR1IWAY [16] e a significancia estatistica foi definida
como P < 0.05.

3. Resultados

3.1. Inducéo das diferencia¢cbes adipogénica, condrogénica e osteogénica

As diferenciacfes nas linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica foram
registradas e encontram-se ilustradas na Fig. 7. Na diferenciacdo adipogénica, as
CTM-TA e CTM-MO apresentaram depositos lipidicos intracitoplasméaticos corados
com oil red ap6s 14 dias de cultivo. Na diferenciacdo osteogénica, a coloracdo de
alizarin red demonstrou extensos depdsitos de calcio nos cultivos apos 21 dias. Ja na
diferenciacdo condrogénica, a coloracdo de alcian blue revelou depdésitos de matriz

cartilaginosa apos 21 dias de cultivo das CTM de ambos os tecidos.
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Fig. 7. Diferenciacdo adipogénica, osteogénica e condrogénica das CTM-TA e CTM-MO. (A)

Diferenciagéo adipogénica das CTM-TA, coradas com oil red; (B) Diferenciagdo osteogénica das CTM-TA,
coradas com alizarin red; (C) Diferenciacdo condrogénica das CTM-TA, coradas com alcian blue; (D)
Diferenciagcdo adipogénica das CTM-MO, coradas com oil red; (E) Diferenciacdo osteogénica das CTM-
MO, coradas com alizarin red; (F) Diferenciacdo condrogénica das CTM-MO, coradas com alcian blue.

3.2. Imunofenotipagem

As CTM-TA apresentaram medianas de expresséo de 0,21% para CD34, 99,66%
para CD44, 1,02% para CD45, 95,42% para CD90 e 1,86% para CD105 na citometria
de fluxo. Ja para as CTM-MO, as medianas foram de 1,33% para CD34, 97,59% para
CD44, 3,30% para CD45, 52,51% para CD90 e 2,43% para CD105.

3.3. Citometria de fluxo

3.3.1. Andlise da apoptose celular com anexina V e iodeto de propidio

Os resultados da andlise de apoptose e viabilidade celular encontram-se
ilustrados na Tabela 3 e Fig. 8. Quando comparadas as células viaveis (anexina V e IP
negativos), em apoptose precoce (anexina V positiva e IP negativo), em apoptose
tardia (anexina V e IP positivos) e necroticas (anexina V negativa e IP positivo) entre
os grupos dentro de cada tecido, ndo foram verificadas diferengas significativas
(P>0,05).
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Tabela 3

Mediana (%) da viabilidade das CTM-TA e CTM-MO realizada por citometria de fluxo com as sondas
anexina V (An+ representa marcacdo positiva e An- marca¢do negativa para anexina V) e iodeto de
propidio (IP+ representa marcagao positiva e IP- marcagéo negativa para iodeto de propidio).

TIPO GRUPO Vidveis Apoptose precoce  Apoptosetardia  Necroticas

CELULAR An-/IP- An+/IP- An+/IP+ An-/IP+
CTM-TA 1 (1,1 Jcm?) 95,6 3,2 0,5 0,4

2 (8,7 Jicm?) 96,9 2,2 0,5 0,5

3 (controle) 96,5 2,6 0,5 0,5
CTM-MO 1 (1,1 J/cm?) 96,3 0,7 0,7 2,3

2 (8,7 Jicm?) 96,7 0,9 11 15

3 (controle) 96,5 0,9 1,1 2,2
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Fig. 8. Graficos da analise de apoptose celular com anexina V e IP. Dot plot das CTM-TA (esquerda)
dos grupos 1 (irradiadas com 1,1 J/icm?), 2 (irradiadas com 8,7 Jicm?) e 3 (controle), com as
populacdes de células viaveis (PI-AN- em rosa), em apoptose precoce (PI-AN+ em azul), em apoptose

tardia (PI+AN+ em amarelo) e necréticas (PI+AN- em roxo), seguidos das CTM-MO (direita) do grupo
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1 (irradiadas com 1,1 J/cm?), 2 (irradiadas com 8,7 J/cm?) e 3 (controle) com as populagdes de células
viaveis (PI-AN- em rosa), em apoptose precoce (PI-AN+ em azul), em apoptose tardia (PI+AN+ em
preto) e necroéticas (PI+AN- em amarelo).

3.3.2. Expressao do antigeno MHC de classe |l
A andlise da expressdo de MHC-II revelou ndo haver diferenca estatisticamente
relevante entre os grupos 1, 2 e 3 dentro de cada tecido (P>0,05). Os resultados da

citometria de fluxo podem ser encontrados na Fig. 9.
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Fig. 9. Expressdo do MHC-Il nas CTM-TA dos grupos 1, 2 e 3 (a esquerda) e das CTM-MO dos
grupos 1, 2 e 3 (a direita).
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3.4. Método de exclusao do azul de tripano

O método de exclusdo do azul de tripano foi utilizado para determinar a
proliferacéo celular por meio da contagem total de células, bem como a viabilidade dos
grupos 1, 2 e 3 das CTM-TA e CTM-MO. A contagem celular total e a viabilidade ndo
apresentaram diferenca estatisticamente relevante entre os grupos 1, 2 e 3 dentro de
cada tecido (P>0,05). Os resultados da contagem total e da viabilidade pelo método de

excluséo do azul de tripano encontram-se apresentados na Tabela 4 e Fig.10.

Tabela 4
Medianas da contagem celular total e viabilidade pelo método de exclusao do azul de tripano das CTM-TA
e CTM-MO dos grupos 1, 2 e 3.

TIPO CELULAR GRUPO Contagem celular total Viabilidade (%)
CTM-TA 1 (1,1 J/cm?) 3432500 98,29
2 (8,7 Jicm?) 3612500 98,60
3 (controle) 3237500 98,64
CTM-MO 1 (1,1 J/cm?) 365000 91,00
2 (8,7 Jicm?) 405000 92,79

3 (controle) 642500 95,82
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CTM-TA
Grupo 2
(8,7 Jicm?)

Fig. 10. Demonstracdo da proliferagcdo celular in vitro ao longo do tratamento dos grupos 1 (irradiadas
com 1,1 J/cm?), 2 (irradiadas com 8,7 J/cm?) e 3 (controle) com laser de InGaAIP nos momentos primeiro,

quarto e oitavo dia nas CTM-TA e o décimo dia has CTM-MO (dia da avaliacio).
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3.5. Ensaio de unidades formadoras de col6nia (UFC)

Os ensaios de UFC revelaram néo haver diferenca estatisticamente relevante
(P>0,05) entre os grupos (1, 2 e 3) dentro de cada tecido, como pode ser observado

na Tabela 5. A realizacdo dos ensaios de UFC esta ilustrada na Fig. 11.

Tabela 5
Medianas do ndmero de col6nias e da eficiéncia de formacao de coldnias dos ensaios de UFC realizados
nos grupos 1, 2 e 3 das CTM-TA e CTM-MO.

TIPO CELULAR GRUPO Numero de colbnias  Eficiéncia formagao de coldnias (%)
CTM-TA 1 (1,1 J/cm?) 45,00 10,00
2 (8,7 Jlcm?) 50,00 11,11
3 (controle) 43,00 9,56
CTM-MO 1 (1,1 J/cm?) 48,00 10,67
2 (8,7 Jlcm?) 45,67 10,15

3 (controle) 54,67 12,15
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CTM-TA CTM-MO
Grupo 1 (1,1 Jicm?)
Ve 4 /

Fig. 11. Colbnias encontradas nos ensaios de UFC das CTM-TA do grupo 1 (irradiadas com 1,1
Jicm?), 2 (irradiadas com 8,7 J/cm?) e 3 (controle) (esquerda) e das CTM-MO do grupo 1 (irradiadas

com 1,1 J/cm?), 2 (irradiadas com 8,7 J/cm?) e 3 (controle) (direita).

3.6. Andlise do cariétipo

As amostras de CTM-TA e CTM-MO analisadas apresentaram cariétipo diploide
normal para a espécie (2n=78, XX ou XY) e ndo foram encontradas alteracdes

estruturais cromossémicas (Fig. 12).
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CTM.TA CTM-MO

Fig. 12. Cari6tipo normal das CTM-TA (A) e CTM-MO (B) caninas (2n=78).

4. Discussao

A bioestimulagdo in vitro sofre influéncia de vérios fatores, por exemplo, 0s
parametros de irradiacdo do laser como comprimento de onda, poténcia de saida e
densidade de energia, bem como o tipo de célula irradiada. Portanto, é possivel que
células em tecidos nao respondam ao LBP da mesma forma que em cultivos celulares
e que parametros semelhantes possam ter efeitos diferentes em diferentes tipos
celulares [6].

Por este motivo, estudamos o efeito do LBP sobre as CTM caninas, a fim de
verificar se existe o aumento da proliferacdo nas fluéncias estabelecidas para
posteriormente utiliza-las para transplante, o que € muito util na medicina regenerativa
[6], j& que o tratamento precoce € a melhor escolha para o paciente.

No entanto, foi observado um efeito inibitdrio sobre as células a niveis elevados
de energia [4], ressaltando o efeito dose-dependente das respostas biolégicas apés a
exposicao luminosa. A maioria dos estudos sugere que a bioestimulagdo ocorre em
densidades de energia entre 0,05 e 10 J/cm?, enquanto doses acima de 10 J/cm?
possuem efeitos bioinibitorios [6]. Por este motivo, escolhemos densidades dentro
desta faixa de energia para nosso estudo.

Os resultados mais efetivos foram verificados pelo uso do espectro visivel,
variando de 600 a 700 nm [6], o qual foi escolhido em nosso estudo, sendo o laser
vermelho de InGaAIP de 658 nm utilizado para o tratamento das CTM. Durante o

experimento, alguns cuidados foram tomados para o tratamento das células, como
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irradiar as células no escuro e substituir o meio de cultivo por solugcdo tampédo de
fosfato. Caso contrario, o soro pode interferir com a reacéo durante a irradiacéo [11].

Além disso, tanto as CTM-TA quanto as CTM-MO apresentaram aspectos
fenotipicos estabelecidos para sua caracterizacdo, como a aderéncia ao plastico apos
isolamento, a expressao de marcadores especificos e seu potencial de diferenciacédo
em osteoblastos, adipdcitos e condrécitos in vitro [17].

Dependendo da indicacdo terapéutica, o uso das células-tronco pode ser mais
vantajoso devido a abundancia, frequéncia e potencial de expansado das células, do
gue na sua capacidade de diferenciacdo celular [18]. Neste sentido, 0 aumento da
proliferacdo seria uma vantagem no uso do LBP no cultivo das CTM caninas. No
entanto, em nosso estudo, ndo foi encontrada diferenca significativa entre os grupos
dentro de cada tecido quanto a proliferacdo das CTM, quando utilizado o laser
InGaAIP de 658 nm nas densidades de energia de 1,1 e 8,7 Jlcm?, tanto pelas
técnicas de exclusdo com azul de tripano, quanto de UFC. Este resultado foi
semelhante a outros que utilizaram o LBP na tentativa de aumentar a proliferacdo
celular [19,20,21].

Apesar de varios estudos, a comparacao entre os trabalhos é dificil, pois existe
um grande namero de varidveis, como o uso de diferentes tipos de laser e diferentes
tipos celulares e teciduais [22]. Esta dificuldade também surge pela complexidade de
escolha entre muitos parametros de iluminagdo, como comprimento de onda, fluéncia,
densidade de poténcia, estrutura do pulso e tempo de tratamento, o que levou a
publicacéo de muitos estudos negativos e positivos [23].

No estudo de Pereira et al. [19], as CTM da polpa dentaria foram submetidas ao
laser vermelho (660 nm) em quatro fluéncias diferentes: 0,05, 0,3, 7 e 42 J/cm?, que
nao apresentaram aumento significativo de sua proliferacdo. As CTM-MO de
camundongos foram irradiadas com laser de diodo de 635 nm e tiveram um aumento
de sua proliferagdo em 24 horas, sem modificar a viabilidade celular [24].

Em um estudo, as CTM-MO de camundongos também ndo apresentaram
diferencas quanto a proliferacdo e a diferenciacdo celular em osteoblastos e
osteoclastos com o uso do LBP de 808 nm e densidade de energia de 4 J/cm? [10].
Hou et al. [25] também utilizaram o LBP de 635 nm para melhorar a taxa de
proliferacdo das CTM-MO de ratos com varias densidades de energia. Porém, eles
verificaram maior proliferacdo nos grupos irradiados do que nos grupos nao irradiados,
com melhores resultados na densidade de 0,5 J/cm?2. Ainda, verificaram aumento na
secrecdo de fatores de crescimento e maior diferenciacdo miogénica com 5 J/cm? e

nao detectaram diferencas de efeitos citotdéxicos entre os grupos. Em outro estudo
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utilizando CTM-MO de ratos, o LBP de 632 nm foi utilizado na fluéncia de 0,5 J/cm?, o
qual estimulou a proliferacdo no segundo, quarto e sexto dia pOs-irradiacdo [26]. No
estudo de Mvula et al. [27], as CTM-TA humanas tratadas apresentaram maior
proliferacdo nas 24 e 48 horas apés a irradiacdo com LBP (5 J/cm? em comprimento
de onda de 632 nm).

Em CTM de ratos, tratados com laser verde (532 nm) e azul (473 nm) durante 3
dias nas fluéncias de 1, 2 e 3 J/cm?, para ambos os tipos de laser foi observado
aumento da proliferacdo ap6s 144 horas, principalmente no grupo irradiado com 2
Jicm? [28].

Barboza e colaboradores [29] verificaram 0 aumento da proliferacdo de CTM-TA e
CTM-MO irradiadas em 2 sessbes de 0,5 e 1 Jlcm? sendo que as primeiras
responderam melhor que as Ultimas, e a densidade de 1 J/cm? foi mais eficiente para
ambos os tipos celulares em 24h apds a irradiacao.

As CTM-TA humanas também ja foram irradiadas com laser de diodo a um
comprimento de onda de 635 nm e densidade de energia de 5 J/cm?. Foi verificado um
aumento na proliferacdo nas células tratadas, em comparacdo com 0 grupo controle
[6]. Em outro estudo utilizando o LBP (636 nm) na densidade de 5 J/cm? em CTM-TA
humanas, houve aumento da proliferacdo das células irradiadas 24 e 72 horas ap0s a
irradiagéo [30]. Em CTM-TA tratadas com LBP de 680 nm e 830 nm, em trés fluéncias
diferentes (5, 10 e 15 J/cm?), somente houve diferenca significativa da proliferacdo nos
grupos tratados com o laser de 830 nm com 10 e 15 J/cm?, o qual inibiu o crescimento
celular [31].

Foi relatado que o laser de arseneto de galio com comprimento de onda de 804
nm aumentou a proliferacdo de CTM e cardiomiocitos, sem efeitos adversos nas
células e ndo causou nenhuma mudanga histopatolégica nas células-satélite
miogénicas em cultivo. Deste modo, as densidades de energia de 1 e 3 J/cm?
empregadas neste estudo podem ser utilizadas com seguranca para a irradiagcdo das
Células in vitro. Estes resultados podem ter um impacto importante na medicina
regenerativa [11].

Em um estudo que avaliou o uso do LBP (636 nm) em CTM-TA de humanos ha
densidade de 5 J/cm?, foi verificado aumento da viabilidade nas células irradiadas 24 e
48 horas apos a irradiacdo, com o teste de exclusdo do azul de tripano. As 72 horas, a
diferenca néao foi significante, comprovando que o LBP n&o afeta a membrana celular
nestes parametros e aumenta a viabilidade celular [30]. Quando o LBP foi utilizado
nesta mesma densidade e comprimento de onda, foi igualmente verificado aumento da

viabilidade das CTM-TA humanas em outro estudo, porém esta diferenca nao teve
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significAncia estatistica [27]. Porém, no estudo de Abrahamse et al. [31], as CTM-TA
humanas tratadas com LBP de 680 nm e 830 nm em trés fluéncias diferentes (5, 10 e
15 J/cm?) apresentaram menor viabilidade nos trés grupos irradiados com LBP de 830
nm.

Esses resultados diferem de nosso estudo, onde a viabilidade pelo método de
excluséo do azul de tripano nao apresentou diferencas entre os grupos 1, 2 e 3 dentro
de cada tecido. A viabilidade celular ndo diferiu entre os tecidos no estudo de Uranio et
al. [32], no qual foram utilizadas CTM da matriz do corddo umbilical e da membrana
amnidtica. No entanto, diferiu dentro dos grupos, em diferentes passagens, tendo
diminuido a viabilidade a partir da quarta e quinta passagens para a membrana
amniotica e o corddo umbilical, respectivamente. Mesmo assim, os valores absolutos
continuaram relativamente altos. Nas primeiras passagens, as CTM da membrana
amniotica apresentaram viabilidade de 92,83% e as do corddo umbilical de 71,40%,
valores um pouco inferiores ao das CTM-TA de nosso trabalho, com viabilidades entre
98,29 e 98,64%, e semelhantes as das CTM-MO, com 91 a 95,82%.

Em um estudo de CTM-MO de felinos [33] e de suinos [34], as CTM apresentaram
viabilidade de mais de 95%. Em ratos, as CTM-MO apresentaram viabilidade de
94,76% com o método do azul de tripano e 85, 52% com a técnica de marcagdo com
anexina V e andlise por citometria de fluxo [35].

Ja as CTM-TA humanas apresentaram viabilidade de 94,03% [36], 98,8% [37] e
aproximadamente 87% [38] em outros estudos. Em CTM-MO caninas, o indice foi
maior em outro trabalho, sendo encontrada viabilidade de 100% [39]. J& em CTM-TA
caninas, a viabilidade foi semelhante, com 96 a 100% de células viaveis desde a
primeira até a sexta passagem [40]. Um estudo comparou as CTM-TA caninas com
fibroblastos, e concluiu que a viabilidade foi maior e o indice de apoptose foi menor
nas CTM-TA. Porém, ambos os tipos celulares tiveram viabilidade acima dos 90% [41].

Pode-se utilizar o ensaio de citometria de fluxo com anexina V-FITC e IP para
avaliacdo da viabilidade ou morte celular. Este método permite a discriminacdo entre
células apoptéticas e necréticas [42].

O uso da anexina V € possivel em combina¢do com outros corantes, como o IP e
0 Hoechst 33342, o que permite a caracterizagdo de estagios progressivos da
apoptose. Na maioria dos casos, a translocacdo da fosfatidilserina (FS) a superficie
celular ocorre antes da condensacdo do DNA, permeabilizacdo da membrana
plasméatica e formacdo dos prolongamentos da membrana servindo, portanto, como

uma medida rapida e conveniente da apoptose precoce [43].
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A translocacdo da FS para a superficie celular externa ndo é Unica da apoptose,
mas também ocorre durante a necrose celular. A diferenca entre essas duas formas
de morte é que, durante as fases iniciais da apoptose, a membrana celular permanece
intacta, enquanto que no mesmo momento que a necrose ocorre, a membrana celular
perde sua integridade e se torna permedavel. Portanto, a mensura¢do da ligacao da
anexina V a superficie celular como indicador de apoptose deve ser realizada em
conjunto com o IP [42], que detecta a perda da integridade da membrana celular [44].

Quando comparadas as células viaveis, em apoptose precoce, tardia e necroticas
entre 0s grupos dentro de cada tecido, ndo foram verificadas diferencas significativas.

Um trabalho avaliou a apoptose de CTM-MO de cades da raca beagle e
encontraram indices de 4,95% de CTM em apoptose precoce e 1,89% de CTM
necroticas [45], indices estes discretamente maiores que os encontrados no presente
estudo, que foram de de 3,20% de CTM-MO no grupo 1 (irradiadas com 1,1 J/cm?) em
apoptose precoce e 0,50% de CTM-MO necréticas nos grupos 2 (irradiadas com 8,7
J/icm?) e 3 (controle).

Um estudo em CTM-TA humanas avaliou o efeito da tensdo de oxigénio sobre a
viabilidade com o método de marcagdo com anexina V e IP. A porcentagem de CTM-
TA vidveis aumentou de 90% para 95% e diminuiu o numero de células necroticas
com a reducdo da tensdo de oxigénio [36]. No estudo de Liang et al. [37], as CTM-TA
humanas coletadas de doadores jovens e idosos tiveram indice de viabilidade
semelhantes, resultando em 98,8% de células viaveis e menos de 5% de células
apoptéticas e necréticas. Em nosso estudo, a viabilidade das CTM foi semelhante,
variando de 95,6% a 96,9%.

Além da viabilidade, o ensaio de UFC também tem sido utilizado para avaliar a
sensibilidade a radiacdo de diferentes linhagens celulares [46]. Os ensaios de UFC
fornecem um meio conveniente de avaliar a capacidade proliferativa que retém as
CTM apods serem plagueadas em densidades baixas e expandidas em cultivo [47,48].
Geralmente, cada coldnia no ensaio surge de uma Unica célula. Portanto, o nimero de
UFC obtidas provavelmente reflete o nimero de CTM ou precursores de CTM em uma
amostra. Em amostras com baixos numeros de CTM formadoras de colbnias, as
células provavelmente sofrem muitas duplicacdes antes de atingir confluéncia na
primeira passagem e, portanto, ttm um potencial limitado para maior expansao [49].

E importante desenvolver melhores protocolos para o isolamento e caracterizacdo
da atividade celular estromal. Uma destas técnicas é justamente o ensaio de UFC [47].
Porém, como existem diversas metodologias para os ensaios de UFC, é dificil a
comparacdo dos dados absolutos. Esta variagdo ocorre desde a densidade celular
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cultivada, o tempo de cultivo, até o tipo de recipiente utilizado para os ensaios
[48,49,50,51,52,53,54,55,56,57,58,59,60,61,62,63,64]. Em nosso estudo, utilizamos o
protocolo de Mensing et al. [59] com modificacBes. Kamishina et al. [58] verificaram
que o numero de UFC foram varidveis entre as amostras da medula 6ssea, que pode
ter sido influenciado por contaminacdo com sangue periférico ou pela idade
indeterminada dos animais, os quais foram classificados como adultos jovens. Em
nosso estudo, alguns caes também ndo possuiam idade determinada. Sabe-se
também que a atividade promotora de crescimento varia entre os lotes de SFB, mas a
analise das moléculas responsaveis por estas diferencas ainda néao foi realizada [65].

O meio de cultivo também pode influenciar nos resultados da UFC. Em um
estudo, os efeitos da composicdo do meio foram mais aparentes quando as células
foram plaqueadas em densidades muito baixas, como 5 células/cm?, ao invés de 50
cm? [48], densidade que foi utilizada em nosso estudo.

Ja em termos relativos, as CTM de nosso estudo apresentaram em torno de 10%
de eficiéncia de formacéo de colonias. No estudo de Izadpanah et al. [57] com CTM de
macaco Rhesus, foi observada uma eficiéncia maior, variando de 35 a 40% da
populacgdao inicial.

Em cées, as células progenitoras da medula 6ssea fetal produziram em torno de
17 colbnias para cada 1000 células semeadas, as do figado fetal tiveram uma maior
frequéncia de producdo de coldnias, com 64 para cada 1000 células semeadas, ao
passo que as células progenitoras da membrana amniética produziram apenas 5
colbénias. Esta variacdo da eficiéncia na formag&o de coldnias pode refletir a formacgéo
do nicho hematopoiético, que ocorre em determinado periodo da ontogenia em cada
tecido [63]. Em outro estudo, as CTM-MO produziram 1 coldnia a cada 10*-10° CTM
semeadas (eficiéncia de 0,01-0,001%) [61].

Um estudo comparou os ensaios de UFC com CTM-TA e CTM-MO caninas,
porém, além das células indiferenciadas, o numero de coldnias com células
diferenciadas para as linhagens adipogénica e osteogénica também foi analisada.
Para as células indiferenciadas no cultivo primario, terceira e sexta passagens, nao
houve diferencas entre os grupos de CTM-TA e CTM-MO [62]. J& Neupane et al. [60]
encontraram uma eficiéncia maior de UFC de CTM-TA caninas em um dos meios
testados (17,75%). Em nosso estudo, as CTM-TA e CTM-MO nd&o irradiadas
apresentaram eficiéncias menores que essa, com indices de 12,15% e 9,56%,
respectivamente. Além disso, o laser ndo teve efeito sobre as UFC, ja que as CTM
irradiadas de ambos os tecidos ndo apresentaram diferenca significativa na eficiéncia

de formacéo de coldnias.
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Em equinos, um estudo comparou trés protocolos de isolamento e cultivo de CTM-
MO e revelou ndo haver diferencas na frequéncia de CFU entre os protocolos. Porém,
detectaram que UFC realizadas no cultivo primario tiveram menor indice que em
primeira passagem [51]. Em CTM derivadas da gengiva e periodonto, a eficiéncia
variou entre 13,43% e 18,45%, enquanto que CTM do tecido subcutaneo exibiram uma
menor eficiéncia, de em média 7,59% [59].

Em CTM de ratos, foram observadas eficiéncias de formacgéo de colénias entre 32
e 34% [55].

As CTM-TA, CTM-MO e CTM da pele de humanos foram capazes de gerar
colénias, sendo que o numero de colbnias das CTM-TA foi menor, em um estudo [50].
Dmitrieva et al. [53] relata que a dindmica de mudancas nas UFC das CTM-TA e CTM-
MO humanas diferiram em seu estudo, pois enquanto a frequéncia de UFC declinou
até quatro vezes nas CTM-MO na quarta passagem, nas CTM-TA permaneceram
inalteradas até a sétima passagem. DiGirolamo et al. [49] também observaram que o
namero de UFC no cultivo das CTM-MO humanas in vitro diminuiram ao longo das
passagens. Quando comparadas as CTM derivadas da gengiva e do ligamento
periodontal humanas entre si, estas Ultimas tiveram menor indice de formacédo de
colénias [64]. Os ensaios de UFC ndo tém sido realizados com sucesso para a
deteccdo de CTM no sangue periférico e do corddo umbilical [47].

Um estudo comparou a eficiéncia de UFC entre CTM-MO de camundongos e de
humanos, onde a eficiéncia das primeiras variou entre 4,3 a 7,5 colbnias para 1x10°
células semeadas, e nas ultimas os valores variaram entre 12,9 e 40,6 colbnias para
1x10° células semeadas [65].

Nascimento e Callera [66] avaliaram células progenitoras do sangue periférico
criopreservadas por longo periodo quanto a formagéo de UFC ap0s a irradiagdo com
LBP de 685 nm e concluiu que, dependendo da densidade de energia utilizada, o laser
pode aumentar (1 J/cm?) ou diminuir (2 J/cm?) o potencial para o crescimento das
UFC.

Associado a avancos no conhecimento das células-tronco adultas para seu uso
como células doadoras em terapias regenerativas, surgiram alguns achados
inesperados e controversos que desafiam dogmas cientificos atuais. Um dos dilemas é
uma série de observacdes indicando que as CTM sao privilegiadas imunologicamente,
aptas a sobreviver e diferenciar em transplantes alogénicos e até mesmo xenogénicos
[67].

Estudos sugerem que o transplante alogénico de CTM poderia ndo ser rejeitado

na auséncia de imunossupressdo e os testes em modelos animais tém fornecido
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evidéncias a favor desta hipétese [1]. Esta hipoimunogenicidade tem grandes
implicacdes na terapia alogénica e existem muitos relatos descrevendo o uso clinico
de células alogénicas com pouca evidéncia de rejeicdo imune pelo hospedeiro ou
doenca do enxerto contra hospedeiro [68].

Os mecanismos desta imunotolerdncia sdo objetos de intenso estudo, e trés
mecanismos interrelacionados tém sido citados. As CTM aparentemente ndo causam
rejeicdo por (1) serem hipoimunogénicas, (2) modularem o fenétipo das células T e (3)
imunossuprimirem o ambiente local [67].

Tal imunogenicidade baixa é devida & auséncia do antigeno leucocitario de classe
II (MHC-II) e de moléculas co-estimulatérias como o CD40, CD80 e CD86 [69]. Em
condicbes basais, as CTM néo expressam MHC-Il, mas passam a expressar esta
molécula apos estimulagdo com interferon alfa [1].

Como as CTM de outras espécies, as CTM caninas ndo expressam MHC-II
guando nao estimuladas. No entanto, o estimulo com mediadores inflamatérios, como
interferon gama e/ ou fator de necrose tumoral alfa, podem induzir as CTM a expressar
MHC-Il, moléculas co-estimulatérias e atuarem como células apresentadoras de
antigenos [70]. Estudos ja demonstraram a presenca de expressdo do MHC-I [71,72] e
a auséncia de expressdo de MHC-Il nas CTM-MO [71], CTM-TA [72,73], CTM do
sangue [74] e da matriz do corddo umbilical e da membrana amniética canina [32]. Em
nosso trabalho, tivemos uma expressao baixa de MHC-II, porém esta expressao nao
apresentou diferencas entre os grupos dentro de cada tecido. Esta baixa expressao
pode ser devido aos cultivos ndo serem compostos exclusivamente por CTM, visto que
somente a propriedade de aderéncia ao plastico ndo é suficiente para a purificacdo
dos cultivos das CTM [68]. Um estudo verificou a expressdao de MHC-Il em uma
pequena populacdo da fracdo vascular estromal de caes (10,5%), a qual diminuiu uma
vez que as células foram cultivadas [75].

Lange-Consiglio e colaboradores [76] afirmam que as CTM-MO e as CTM da
membrana amnidtica podem ser usadas para terapia celular alogénica, porém,
somente até a quinta passagem, pois apds esse periodo elas comecam a expressar 0
MHC-IL.

Casado et al. [77] também avaliaram a expressao de MHC classe Il, porém na
espécie suina, verificando auséncia de sua expresséo e auséncia de diferencas entre
os tecidos avaliados (medula éssea, tecido adiposo e sangue periférico).

A estabilidade cromossémica é um fator critico para determinar a seguranca e

gualidade das células-tronco [78]. Alguns relatos tém mostrado que existe instabilidade
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cromossomica e transformacdo espontanea em CTM derivadas de diferentes tecidos
mantidas em cultivo por longos periodos [79].

A andlise do caribtipo é utilizada para identificar marcadores cromossémicos, o
género e a espécie animal, analisar o nimero caracteristico de cromossomos de
determinada espécie e determinar aneuploidia em linhagens celulares. E um método
sensivel e fornece informacdes importantes na confirmacéo da identidade celular [80].

A cariotipagem € suficiente para identificar alguma alteracdo estrutural ou
numérica dos cromossomos se uma grande area do DNA é afetada [81] e € um
indicador confidvel para avaliar a estabilidade genética ou transformacao in vitro das
CTM cultivadas [82]. Além disso, as caracteristicas biolégicas das células,
especialmente as caracteristicas genéticas, podem ser modificadas pelas condi¢des
do cultivo in vitro [83]. Assim, realizamos a analise do cari6tipo nas células irradiadas e
ndo irradiadas de ambas as origens teciduais em nosso estudo, ndo encontrando
nenhuma alteragdo estrutural ou numeérica de cromossomos.

O céo (Canis lupus familiaris) possui um caridtipo de 38 autossomos e dois
cromossomos sexuais. Até recentemente, esse caritipo era pouco compreendido,
pelo grande nimero de cromossomos, pelo seu tamanho e pela auséncia de um
padrdo claro de bandas R. No entanto, algumas técnicas como a hibridizacao in situ
fluorescente auxiliaram na compreensdo e descricdo do cariétipo canino e de outros
canideos [84].

Em um estudo que utilizou trés fontes de laser de diferentes comprimentos de
onda, foi verificado que os laser verde e azul induziram a degradacdo de
cromossomos humanos, enquanto que o laser vermelho de 660 nm ndo causou
alteracdes [85].

As CTM da matriz do corddo umbilical de cdes também mostraram cariotipo
normal apds multiplas passagens [86]. Em outro estudo, as CTM da matriz do cordéo
e da membrana amnidtica caninas ndo apresentaram alteracdes cariotipicas,
indicando que a idade gestacional ndo afeta a estabilidade dos cromossomos durante
as primeiras passagens [32]. Ainda, nas células progenitoras mesenquimais de
membrana amniodtica, medula 6ssea e figado fetal de cdes também ndo ocorreram
alteragbes nos cromossomos analisados em sexta passagem [63]. Em passagens
precoces e tardias, as CTM-TA mantiveram um caritipo diploide com 78
cromossomos [87].

J& no estudo de Ock et al. [78], as CTM-TA, CTM-MO e CTM da pele
apresentaram ploidia acima de 90%, com as CTM-TA (91%) apresentando menor
indice que as CTM-MO (99,3%) e CTM da pele (99,2%). N&o houve a ocorréncia de
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CTM haploides nesse estudo, mas sim altas taxas de tetraploides, principalmente das
CTM-TA (9% das CTM-TA, 0,7% das CTM-MO e 0,8% das CTM da pele) [78].

Um estudo com CTM-TA humanas estudou sua estabilidade genética ao longo do
cultivo in vitro. Verificou-se que o cariétipo das CTM-TA manteve-se normal por, pelo
menos, 12 passagens [81]. Em outro estudo, as CTM-MO humanas também
apresentaram um cariétipo normal por pelo menos 10 passagens [88]. Assim como em
nosso trabalho, Zhang et al. [82] avaliaram as CTM-MO em terceira passagem, porém
na espécie humana, encontrando cariétipos diploides normais, sem aneuploidia ou
poliploidia e sem alteracdes estruturais, como delecdo, inversdo, translocacdo ou
cromossomos em anel.

Em um trabalho com CTM de derivadas de placenta humana também verificou-se
estabilidade genética e caridtipo normal entre a 152 e a 202 passagens [89] e também
de quatro a seis passagens em outro estudo [90]. As CTM derivadas do fluido
amnioético humano foram analisadas ap6s descongelagédo e também nao apresentaram
alteracbes cromossdmicas [91]. No entanto, outro estudo com CTM do sangue do
corddo umbilical demonstrou varias anormalidades cariotipicas, com mudltiplas
alteracbes numéricas e estruturais [92]. Wang et al. [93] também relataram o
crescimento de uma populagdo de CTM-MO transformada que gerou tumores solidos
em camundongos imunocomprometidos e exibiram aneuploidia e translocagctes
cromossdmicas. Os autores sugeriram que tal populacdo poderia ter se desenvolvido
em cultivo, ou as células anormais poderiam ter sido isoladas do doador e expandidas
in vitro [93].

Finalmente, os procedimentos utilizados no presente estudo, embora ndo tenham
causado danos as CTM-TA e CTM-MO caninas, ndo apresentaram efeitos
bioestimulatérios, o que justifica a execucdo de futuros trabalhos, investigando outros

protocolos para auxiliar nas terapias celulares nesta espécie.

5. Concluséao

O laser de baixa poténcia fosfeto de indio-galio-aluminio n&o altera a proliferacéo
e a viabilidade celular de CTM-TA e CTM-MO caninas nas fluéncias utilizadas de 1,1 e
8,7 Jicm?.

Ainda, o tratamento utilizado ndo causa alteracdes cariotipicas e ndo modifica a
expressao de MHC-Il das CTM-MO e CTM-TA.
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Desta forma, pode-se concluir que o LBP nao causa efeitos biologicos as CTM-TA
e CTM-MO caninas nas fluéncias utilizadas. Portanto, outras dosagens devem ser
investigadas para estimular a proliferacdo das CTM caninas sem causar alteracbes

celulares deletérias.
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DISCUSSAO GERAL

A existéncia das CTM nos cultivos celulares é comprovada por algumas
caracteristicas, como a aderéncia ao plastico apds isolamento, a expressao de
marcadores especificos e 0 seu potencial de diferenciacdo em osteoblastos,
adipécitos e condrécitos in vitro (DOMINICI et al., 2006). Em nosso estudo, as
amostras de tecido adiposo e da medula 6ssea foram facilmente coletadas e os
protocolos para isolamento e expansdo das CTM-TA e CTM-MO foram
eficientes e reprodutiveis, sendo necessérios até 16 dias para expansao das
células no cultivo primério e até 7 dias em primeira passagem. Estes numeros
foram semelhantes aos relatados na literatura, a qual cita que os cultivos
primarios de CTM geralmente sdo mantidos por 10 a 16 dias até que atinjam
confluéncia (CASADO et al., 2012; BARRY e MURPHY, 2004). Elas
apresentaram morfologia fibroblastoide e aderéncia ao plastico quando em
cultivo, assim como em outros estudos (BARRY e MURPHY, 2004; BOSCH et
al., 2006; CSAKI et al., 2007; LEE et al., 2014; OH et al., 2011; REZAEI et al.,
2013; SINGH et al., 2014; SPENCER et al., 2012; THARASANIT et al., 2011,
VOLK et al., 2012).

Ainda, para demonstracdo das caracteristicas multipotenciais das CTM-TA
e CTM-MO, estas foram induzidas a se diferenciar nas linhagens adipogénica,
osteogénica e condrogénica, as quais ja foram demonstradas em CTM
provenientes de diversos tecidos de cédes, como veia umbilical (ZUCCONI et
al., 2010) medula 6ssea (CSAKI et al., 2007; CHUNG et al., 2012; GROZA et
al., 2012; KAMISHINA et al., 2008; LIMA et al., 2012; LIAO et al., 2011;
MEIRELLES e NARDI, 2003; REZAEI et al., 2013; SINGH et al., 2014;
SPENCER et al., 2012; TAKEMITSU et al., 2012; THARASANIT et al., 2011;
VOLK et al., 2012; WENCESLAU et al., 2011; OCK et al., 2013), tecido adiposo
(CHUNG et al.,, 2012; SCHWARTZ et al.,, 2011; SCHWARTZ et al., 2012;
SPENCER et al., 2012; KIEFER et al., 2014; LEE et al., 2014; MARTINELLO et
al., 2011; NEUPANE et al., 2008; OH et al., 2011; OCK et al., 2013; PATRICIO
et al., 2013; TAKEMITSU et al., 2012; ZHANG et al., 2013), sangue periférico
(HUSS et al., 2000), sangue do corddao umbilical (GROZA et al., 2012), derme
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(OCK et al., 2013), polpa dentaria (DISSANAYAKA et al., 2011), figado fetal e
saco vitelino (WENCESLAU et al., 2011).

Também foram observadas diferenciacfes espontaneas nos controles de
ambos os tecidos, as quais foram descritas previamente para células da
linhagem mesodermal (CADDICK et al., 2006) (Figura 13). Wenceslau et al.
(2011) detectaram discreta diferenciacdo osteogénica em cultivos de células
progenitoras mesenquimais caninas cultivadas a partir de saco vitelino, medula
Ossea e figado fetais. Diferenciacdo adipogénica espontanea foi observada em
estudos de CTM-MO coletadas de suinos (VACANTI et al.,, 2005) e de
camundongos (MEIRELLES et al., 2003). Diferenciacdo condrogénica discreta
e diferenciacdo osteogénica foram observadas em cultivos de CTM de sangue
periférico e de CTM-MO de equinos (GIOVANINNI et al., 2008). Em CTM-MO
de bovinos também foi observada diferenciacdo condrogénica espontanea,
porém foi relatado que, em outras espécies, tal diferenciacdo tem ocorréncia
esporadica (BOSNAKOVSKI et al., 2004; BOSNAKOVSKI et al., 2005).

Diferenciacdo osteogénica espontanea também foi observada em cultivos
de CTM-MO humanas em passagens tardias, que pode indicar a presenca de
citocinas ou outros fatores no SFB do meio de cultivo, os quais as selecionam
para precursores de osteoblastos. Portanto, algumas CTM podem tornar-se
especializadas em uma linhagem ou iniciar a senescéncia (DIGIROLAMO et
al., 1999).
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FIGURA 13. Diferenciacbes adipogénica, osteogénica e condrogénica
espontaneas das CTM-TA e CTM-MO mantidas em meio DMEM, SFB,
antibidtico e antimicoético. (A) Diferenciacdo adipogénica das CTM-TA
demonstrada pela coloracdo de oil red; (B) Diferenciagdo adipogénica das
CTM-MO demonstrada pela coloracéo de oil red; (C) Diferenciacédo osteogénica
das CTM-TA demonstrada pela coloracdo de alizarin red; (D) Diferenciacéo
osteogénica das CTM-MO demonstrada pela coloracdo de alizarin red; (E)
Diferenciagdo condrogénica das CTM-TA demonstrada pela coloracdo de
alcian blue; (F) Diferenciacdo condrogénica das CTM-MO demonstrada pela

coloracédo de alcian blue.
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Quanto a imunofenotipagem, tanto as CTM-TA quanto as CTM-MO
apresentaram alta expressao de CD44 e expressao negativa de CD34, CD45 e
CD105. O CD90 teve alta expressdo nas CTM-TA, enquanto as CTM-MO
tiveram expressdo moderada. Estes resultados diferem de Ock et al. (2013), no
qual as CTM-MO e as CTM derivadas da derme nédo expressaram CD45,
enquanto que as CTM-TA tiveram baixa expressao. Ja para o CD90 e CD105,
as CTM das trés fontes tiveram igualmente expressao positiva. No entanto, o
método de avaliacdo de Ock et al. (2013) foi qualitativo, visto que foi realizada
pela técnica de imunofluorescéncia. Esta técnica também foi utilizada em outro
trabalho, onde as CTM-MO expressaram CD90 e CD105 e ndo expressaram
CD34 e CD45 (CSAKI et al., 2007). Outro estudo demonstrou, por citometria de
fluxo, que as CTM-TA nao expressaram CD34 e CD45 e apresentaram
marcacao positiva para CD44 e CD90, porém este ultimo em porcentagem
mais baixa que o presente estudo (25%) (MARTINELLO et al., 2011) e o de
Kim et al. (2014). Nossos resultados séo semelhantes aos de Lee et al. (2014),
onde as CTM-TA apresentaram marcacao positiva para CD44 (98,2%) e CD90
(89,6%) e negatividade para CD34. Em outros estudos, as CTM-TA tiveram
expressao negativa para CD34 e CD45 e positiva para CD44, CD90 (KIEFER
et al., 2014; ZHANG et al., 2013) e CD 105 (OH et al., 2012). Em outro estudo
com CTM-MO, a expressédo do CD44 foi positiva enquanto que do CD90 e do
CD45 foi negativa (WENCESLAU et al., 2011).

Cheng et al. (2011) afirma que as CTM-TA humanas devem expressar
CD44, CD90 e CD105 e nao expressar os marcadores das linhagens
hematopoiética e endotelial CD31, CD34 e CD45. Porém, em cultivos primarios
de CTM-TA caninos, Oh et al. (2011) verificaram somente 6% de positividade
para o marcador CD105 e sua expresséao foi negativa nos estudos de Kim et al.
(2014), Kiefer et al. (2014), Vieira et al. (2010) e Lee et al. (2014). Neste ultimo,
o CD105 foi negativo em passagens mais tardias, demonstrando que o0s
marcadores de CTM (CD90 e CD105) diminuiram sua expressao ao aumentar
o tempo de cultivo. Outros autores também verificaram diminuicdo da
expressdo de CD90 e CD105 ao longo das passagens, pela técnica de RT-
PCR (REQUICHA et al., 2012).
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Em um estudo de CTM derivadas da polpa dentaria de cédes, houve
expressdo negativa para CD45 e CD105, e baixa expressao positiva para
CD90 (3,6%) (DISSANAYAKA et al., 2011). Em um estudo realizado com CTM
de suinos, os marcadores de superficie das CTM-TA, CTM-MO e CTM de
sangue periférico ndo apresentaram diferencas em sua expressao (CASADO et
al., 2012). No entanto, Barry e Murphy (2004) afirmam que somente a
propriedade de aderéncia ao plastico ndo é suficiente para a purificagcdo dos
cultivos das CTM-MO murinas, nas quais foi verificada persisténcia do
marcador CD45.

A fototerapia com LBP a nivel celular tem sido alvo de vérios estudos ao
longo dos anos (ALEXANDRATOU et al.,, 2002). A laserterapia pode ser
definida como o uso de fontes de LBP e de diodos superluminosos para o
tratamento de condicbes médicas (BAXTER e McDONOUGH, 2007). Ja foi
comprovado que o LBP pode aumentar a taxa de proliferacdo de varias
linhagens celulares em cultura (ALEXANDRATOU et al., 2002; ALGHAMDI et
al., 2012) e é muito utilizado em diferentes ramos da medicina regenerativa e
odontologia, onde é aplicado para melhorar o processo de cura (ALGHAMDI et
al., 2012).

No entanto, poucos séo os trabalhos que avaliaram os efeitos do LBP em
CTM caninas (KIM et al., 2012; CHOI et al., 2013). Desta forma, os objetivos do
presente trabalho foram: caracterizar as CTM-TA e CTM-MO caninas, estudar
o efeito do laser de baixa poténcia InGaAIP nas densidades de 1,1 e 8,7 J/cm?
sobre o cultivo das mesmas quanto a proliferacdo e a viabilidade celular, a
imunogenicidade por meio da expressdo do MHC-II e avaliar o cariotipo das
células irradiadas e nao irradiadas a fim de comprovar a auséncia de
alteragcbes cromossdmicas com a utilizacdo do LBP.

Para o protocolo de irradiagdo, a superficie da garrafa foi medida e a
energia calculada de acordo com o diametro do feixe de laser (0,8 cm? de
diametro) e a poténcia de saida do aparelho. Desta forma, 40 pontos foram
utilizados para a garrafa de 25 cm? e o tempo de irradiacdo foi dividido entre
estes pontos. E importante ressaltar que a emissdo laser é uma radiacio
colimada, portanto a area irradiada € semelhante a area de saida do laser do
aparelho (PEREIRA et al., 2012).
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J& para a realizacdo da contagem total de CTM, realizamos estudos-piloto,
no qual semeamos 200.000 células por garrafa (25 cm?). No entanto, em tal
concentracdo, as CTM entravam em confluéncia antes dos 7 dias, ndo sendo
possivel a realizacdo do tratamento completo com o LBP sem a necessidade
de executar a passagem das células. Como a tripsiniza¢do poderia ser um fator
gue pudesse interferir na dindmica celular, optamos por semear as células em
uma concentracdo menor, que foi adequada com 100.000 células por garrafa.

Na contagem total ap6s os 7 dias de tratamento, visualmente, foi
observada diferenca entre as CTM irradiadas e ndo-irradiadas, principalmente
nos grupos das CTM-TA, nos quais as contagens eram maiores principalmente
no grupo 2, com o maior nivel de irradiagcdo, como pode ser observada na
Tabela 6. Porém, tal diferenca ndo foi detectada na andlise estatistica,
provavelmente pela grande variabilidade entre as amostras, com diferentes

niveis clonogénicos, e também pelo nimero de animais testados.

TABELA 6. Contagem celular total das células irradiadas e ndo-irradiadas pela

técnica de exclusdo do azul de tripano

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3

AMOSTRA (1,1 J/cm?) (8,7 Jicm?) (controle)
CTM-TA Amostra 1 672500 2097500 545000
CTM- TA Amostra 2 1857000 1920000 1695000
CTM- TA Amostra 3 5465000 6325000 6032500
CTM- TA Amostra 4 3432500 3612500 3237500
CTM- TA Amostra 5 3715000 4365000 3872500
CTM- MO Amostra 6 365000 405000 377500
CTM- MO Amostra 7 265000 217500 175000
CTM- MO Amostra 8 1332500 1492500 2285000
CTM- MO Amostra 9 235000 392500 642500
CTM- MO Amostra 10 1250000 1247500 1197500

No grupo das CTM-MO, algumas modificacdes foram necessérias para o
bom andamento das avaliacdes. Apdés o tratamento com LBP, foram
necessarios alguns dias adicionais para obter um ndmero suficiente e
necessario para todas as avaliacdes. Este foi o principal motivo pelo qual ndo

comparamos a contagem celular entre as CTM-TA e CTM-MO, pois tiveram
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protocolos (tempo de cultivo apds irradiagdo) diferentes e dindmicas de
crescimento diferentes.

Um numero adequado de células-tronco € requerido para aplicacoes
clinicas porque sua eficacia é limitada no microambiente patoldgico do
hospedeiro, mesmo quando transplantadas em numero muito elevado. A
cultura celular € uma das técnicas mais Uteis na ciéncia, porém a taxa de
crescimento de algumas células de mamiferos € muito lenta (ALGHAMDI et al.,
2012). Neste sentido, 0 aumento da proliferacdo seria uma vantagem no uso do
LBP no cultivo das CTM caninas. No entanto, em nosso estudo, n&o foi
encontrada diferenca significativa entre os grupos 1, 2 e 3 dentro de cada
tecido quanto a proliferacdo das CTM, quando utilizado o laser InGaAIP de 658
nm nas densidades de energia de 1,1 e 8,7 J/cm?, tanto pela técnica de
exclusdo com azul de tripano, quanto de ensaio de UFC. Este resultado foi
semelhante a outros que utilizaram o LBP na tentativa de aumentar a
proliferacéo celular (PEREIRA et al., 2012; SHIBA et al., 2009; FERRIELLO et
al., 2010).

As CTM-TA humanas também ja foram irradiadas com laser de diodo a um
comprimento de onda de 635 nm e densidade de energia de 5 J/cm?. Foi
verificado um aumento na proliferacdo nas células tratadas, em comparagao
com o grupo controle (ALGHAMDI et al., 2012). Confirmando este achado,
outro estudo utilizou o LBP (636 nm) na densidade de 5 J/cm? em CTM-TA
humanas e obteve aumento da proliferacdo das células irradiadas 24 e 72
horas ap0s a irradiacdo (VILLIERS et al., 2011). Em CTM-TA tratadas com LBP
de 680 nm e 830 nm em trés fluéncias diferentes (5, 10 e 15 J/cm?) somente
houve diferenca significativa da proliferacdo nos grupos tratados com o laser de
830 nm com 10 e 15 J/cm?, o qual inibiu o crescimento celular (ABRAHAMSE
et al., 2010).

Apesar de varios estudos, a comparacdo entre os trabalhos é dificil, pois
existe um grande numero de variaveis, como o uso de diferentes tipos de laser,
e diferentes tipos celulares e teciduais (BABAPOUR et al.,, 1995). Esta
dificuldade também surge pela complexidade de escolha entre muitos

parametros de iluminagdo, como comprimento de onda, fluéncia, densidade de
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poténcia, estrutura do pulso e tempo de tratamento, o que levou a publicacdo
de muitos estudos negativos e positivos (HAMBLIN e DEMINOVA, 2006).

Em nosso estudo, utilizamos o protocolo de UFC de Mensing et al. (2011)
com modificacdes, ja que nossos estudos-piloto revelaram que as CTM caninas
geravam colbnias de mais de 20 células em 7 dias. Em tais estudos, utilizamos
diferentes densidades de células (50, 100, 150 e 200 células/cm?) em
diferentes tempos de cultivo (7, 10 e 14 dias). Aos 14 dias, como no estudo de
referéncia, as colbnias ja estavam praticamente confluentes (principalmente os
ensaios com 150 e 200 células/cm?) e sua contagem ja ndo era mais possivel
e, consequentemente, também o calculo de sua eficiéncia. Com 7 dias de
cultivo, na menor densidade testada, a contagem foi executada com sucesso e
0 método mostrou-se adequado para nosso trabalho.

As contagens de UFC foram primeiramente realizadas macroscopicamente,
sobre um fundo branco, e em seguida as placas foram visualizadas no
microscopio a fim de verificar as colénias menores que ndo eram visiveis a olho
nu, porém que possuiam mais de 20 células.

Os ensaios de UFC também fornecem um meio conveniente de avaliar a
capacidade proliferativa que rettm as CTM apds serem plagueadas em
densidades baixas e expandidas em cultivo (DEANS e MOSELEY, 2000;
PEISTER et al., 2004).

Porém, como existem diversas metodologias para os ensaios de UFC, é
dificil a comparacdo dos dados absolutos. Esta variacdo ocorre desde a
densidade celular cultivada, o tempo de cultivo e até mesmo o tipo de
recipiente utilizado para os ensaios (BOURZAC et al., 2010; DIGIROLAMO et
al.,1999; DISSANAYAKA et al., 2011; DMITRIEVA et al., 2012; GADE et al.,
2013; JAVAZON et al.,, 2001; JIN et al.,, 2013; IZADPANAH et al., 2005;
KAMISHINA et al.,, 2008; MENSING et al., 2011; NBAHEEN et al.,, 2013;
NEUPANE et al., 2008; PEISTER et al.,, 2004; ROZEMULLER et al., 2010;
SPENCER et al., 2012; WENCESLAU et al., 2011; YANG 2013).

Kamishina et al. (2008) verificaram que o numero de UFC foi variavel entre
as amostras da medula 6ssea, que pode ter sido influenciado por
contaminacdo com sangue periférico ou pela idade indeterminada dos animais,

os quais foram classificados como adultos jovens. Em nosso estudo, alguns
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cdes também ndo possuiam idade determinada. Sabe-se, também, que a
atividade promotora de crescimento varia entre os lotes de SFB, mas a analise
das moléculas responsaveis por estas diferencas ainda nao foi realizada
(KUZNETSOQV et al., 2009).

O meio de cultivo também pode influenciar nos resultados de UFC. Em um
estudo, os efeitos da composicdo do meio foram mais aparentes quando as
células foram plagueadas em densidades muito baixas como 5 células/cm?, ao
invés de 50 cm? (PEISTER et al., 2004), densidade esta que foi utilizada em
nosso estudo.

Ja em termos relativos, as CTM de nosso estudo apresentaram em torno
de 10% de eficiéncia de formacao de colbnias. No estudo de lzadpanah et al.
(2005) com CTM de macaco Rhesus, foi observada uma eficiéncia maior,
variando de 35 a 40% da populagao inicial.

Em cées, as células progenitoras da medula Ossea fetal produziram em
torno de 17 colénias para cada 1000 células semeadas, as do figado fetal
tiveram uma maior frequéncia de producdo de colbnias, com 64 para cada
1000 células semeadas, enquanto que as células progenitoras da membrana
amnidtica produziram apenas 5 colbnias. Esta variacdo da eficiéncia na
formacdo de colbnias pode refletir a formacdo do nicho hematopoiético, que
ocorre em determinado periodo da ontogenia em cada tecido (WENCESLAU et
al., 2011). Em outro estudo, as CTM-MO produziram 1 colbnia a cada 104-10°
CTM semeadas (eficiéncia de 0,01-0,001%) (ROZEMULLER et al., 2010).

Um estudo comparou os ensaios de UFC com CTM-TA e CTM-MO
caninas, porém, além das células indiferenciadas, o niumero de colonias com
células diferenciadas para as linhagens adipogénica e osteogénica também foi
analisado. Para as células indiferenciadas no cultivo primario, terceira e sexta
passagens, ndo houve diferencas entre os grupos de CTM-TA e CTM-MO
(SPENCER et al., 2012). J4 Neupane et al. (2008) encontraram uma eficiéncia
maior de UFC de CTM-TA caninas em um dos meios testados (17,75%). Em
nosso estudo, as CTM-TA e CTM-MO néo irradiadas apresentaram eficiéncias
menores que tal estudo, com indices de 12,15% e 9,56%, respectivamente.
Além disso, o laser nédo teve efeito sobre as UFC, ja que as CTM irradiadas de
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ambos os tecidos nao apresentaram diferenca significativa na eficiéncia de
formacéao de colonias.

A viabilidade pelo método de exclusdo do azul de tripano de nosso estudo
nao apresentou diferengas entre os grupos dentro de cada tecido. A viabilidade
celular ndo diferiu entre os tecidos no estudo de Uranio et al. (2014), no qual
foram utilizadas CTM da matriz do corddo umbilical e da membrana amnidtica.
No entanto, diferiu dentro dos grupos, em diferentes passagens, tendo
diminuido a viabilidade a partir da quarta e quinta passagens para a membrana
amnidtica e o corddo umbilical, respectivamente. Mesmo assim, 0s valores
absolutos continuaram relativamente altos. Nas primeiras passagens, as CTM
da membrana amniética apresentaram viabilidade de 92,83% e as do corddo
umbilical de 71,40%, valores um pouco inferiores aos encontrados nas CTM-TA
de nosso trabalho, com viabilidades entre 98,29% e 98,64%, e semelhantes as
das CTM-MO, com 91% a 95,82%.

Um estudo comparou as CTM-TA caninas com fibroblastos, e concluiu que
a viabilidade foi maior e o indice de apoptose foi menor nas CTM-TA. Porém,
ambos os tipos celulares tiveram viabilidade acima dos 90% (OH et al., 2012).

Pode-se utilizar o ensaio de citometria de fluxo com anexina V-FITC e o IP
para avaliacdo da viabilidade ou morte celular. Este método permite a
discriminacdo entre células apoptoticas e necréticas (BURAVKOVA et al.,
2013).

Quando comparadas as células viaveis, em apoptose precoce, tardia e
necroticas entre os grupos dentro de cada tecido, ndo foram verificadas
diferencas significativas.

Um trabalho avaliou a apoptose de CTM-MO de cées da raca beagle e
encontrou indices de 4,95% de CTM em apoptose precoce e 1,89% de CTM
necréticas (LU et al., 2013).

Estudos sugerem que o transplante alogénico de CTM poderia nao ser
rejeitado na auséncia de imunossupressao e testes em modelos animais tém
fornecido evidéncias a favor desta hipotese (ZAGO e COVAS, 2006). Esta
hipoimunogenicidade tem grandes implicacdes na terapia alogénica e existem

muitos relatos descrevendo o uso clinico de células alogénicas com pouca
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evidéncia de rejeicdo imune pelo hospedeiro ou doenca do enxerto contra
hospedeiro (BARRY e MURPHY, 2004).

Tal imunogenicidade baixa € devido a auséncia do antigeno leucocitario de
classe Il (MHC-Il) e de moléculas co-estimulatérias como o CD40, CD80 e
CD86 (BONAB et al.,, 2007). Como as CTM de outras espécies, as CTM
caninas ndo expressam MHC-II quando ndo estimuladas. No entanto, o
estimulo com mediadores inflamatorios, como interferon gama e/ou fator de
necrose tumoral alfa, podem induzir as CTM a expressar MHC-II, moléculas co-
estimulatorias e atuarem como células apresentadoras de antigenos (KOL et
al., 2014). Estudos j& demonstraram a presenca de expressdo do MHC-|
(KAMISHINA et al., 2006; LIU et al., 2013) e a auséncia de expressédo de MHC-
Il nas CTM-TA (LEE et al., 2014; LIU et al., 2013), CTM-MO (KAMISHINA et al.,
2006), CTM do sangue (SEO et al., 2009) e da matriz do cordao umbilical e da
membrana amniética canina (URANIO et al., 2014).

Em nosso trabalho, tivemos baixa expressdo de MHC-II, porém né&o
apresentou diferencas entre os grupos dentro de cada tecido. Esta baixa
expressao pode ser devido aos cultivos ndo serem compostos exclusivamente
por CTM, visto que somente a propriedade de aderéncia ao plastico ndo €&
suficiente para a purificagdo dos cultivos das CTM (BARRY e MURPHY, 2004).
Um estudo verificou a expressdo de MHC-II em uma pequena populacdo da
fracdo vascular estromal de cées (10,5%), a qual diminuiu uma vez que as
células foram cultivadas (KIEFER et al., 2014).

A estabilidade cromossdmica também é um fator critico para determinar a
seguranca e qualidade das células-tronco (OCK et al., 2013). Alguns relatos
tém mostrado que existe instabilidade cromossomica e transformacéo
espontanea em CTM derivadas de diferentes tecidos mantidas em cultivo por
longos periodos (ROSLAND et al., 2009).

Assim, realizamos a analise do cariotipo nas células irradiadas e nao
irradiadas de ambas as origens teciduais em nosso estudo, ndo encontrando
nenhuma alteracdo estrutural ou numeérica de cromossomos.

Em um estudo que utilizou trés fontes de laser de diferentes comprimentos

de onda, foi verificado que os laser verde e azul induziram a degradacgéo de
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cromossomos humanos, enquanto que o laser vermelho de 660 nm n&o causou
alteracdes (PUPPLES et al., 1991).

As CTM da matriz do corddo umbilical de cdes também mostraram
caridtipo normal apdés multiplas passagens (LEE et al., 2013). Em outro estudo,
as CTM da matriz do corddo e da membrana amnibtica caninas nao
apresentaram alteracdes cariotipicas, indicando que a idade gestacional ndo
afeta a estabilidade dos cromossomos durante as primeiras passagens
(URANIO et al.,, 2014). Ainda, nas células progenitoras mesenquimais de
membrana amniotica, medula 6ssea e figado fetal de cdes também nao
ocorreram alteragdes nos cromossomos analisados em sexta passagem
(WENCESLAU et al., 2011). Em passagens precoces e tardias, as CTM-TA
mantiveram um cariétipo diploide com 78 cromossomos (VIEIRA et al., 2010).

Ja no estudo de Ock et al. (2013), as CTM-TA, CTM-MO e CTM da pele
apresentaram ploidia acima de 90%, com as CTM-TA (91%) apresentando
menor indice que as CTM-MO (99,3%) e CTM da pele (99,2%). Nao houve a
ocorréncia de CTM haploides nesse estudo, mas sim altas taxas de
tetraploides, principalmente das CTM-TA (9% de CTM-TA, 0,7% de CTM-MO e
0,8% de CTM da pele) (OCK et al., 2013).

CONCLUSOES GERAIS

Com a metodologia utilizada nesse estudo, conclui-se que:

- As CTM-TA e CTM-MO caninas apresentaram as caracteristicas de
células mesenquimais in vitro, apresentando morfologia fibroblastoide com
aderéncia ao plastico, expressaram marcadores de superficie e diferenciaram-
se nas linhagens adipogénica, condrogénica e osteogénica em condi¢des de
cultivo, apresentando diferenciacdo adipogénica, condrogénica e osteogénica
espontanea de ambas as origens teciduais;

- As CTM de ambas as origens diferiram quanto a expressao dos
marcadores de superficie. Elas tiveram alta expressdo do marcador CD44, e
negatividade para CD34, CD45 e CD105. No entanto, as CTM-TA
apresentaram maior expressao de CD90 que as CTM-MO;
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- O laser de baixa poténcia fosfeto de indio-galio-aluminio n&o alterou
significativamente a proliferacdo e a viabilidade celular, o cariétipo e a
expressdo de MHC-Il de CTM-TA e CTM-MO caninas nas densidades de
energia utilizadas de 1,1 e 8,7 J/cm?;

- Ambas as origens de CTM apresentaram alta viabilidade e constituem
fontes adequadas para obtencéo das células para um futuro transplante;

- Diante do exposto, pode-se concluir que o LBP ndo causa efeitos
biologicos as CTM-TA e CTM-MO caninas nas dosagens utilizadas. Portanto,
outras dosagens devem ser investigadas para estimular a proliferacdo das

CTM caninas sem causar alteracdes celulares deletérias.
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